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RESUMO
Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae) sao insetos que possuem importancia médica
devido algumas espécies serem vetoras, tendo papel importante na transmissdo das
leishmanioses. Os objetivos deste trabalho foram identificar a fauna destes insetos em
ambientes de terra firme e varzea, e nos ecotopos de floresta e peridomicilio, além de
apontar possiveis vetores no municipio de Tefé, Amazonas. O levantamento da fauna
foi feito durante seis meses de coletas: Janeiro, Fevereiro, Abril, Agosto, Setembro e
Outubro de 2013, com armadilhas luminosas tipo HP. Para verificar a infec¢ao natural
por Leishmania nesses insetos, foram feitos estudos de detec¢do molecular da presenca
de DNA desses parasitas. As amostras de DNA obtidas foram submetidas a Reacdo da
Cadeia em Polimerase usando o gene kDNA e a identificacdo de Leishmania a nivel
especifico foi feita por PCR com o gene hsp70 e posterior sequenciamento genético. No
total foram coletados 5.716 individuos, identificados em 46 espécies pertencentes a 11
géneros. A quantidade de machos foi ligeiramente maior em relacdo as fémeas 2.868
machos (50,19%) e 2.848 fémeas (49,81%) respectivamene. As espécies de
flebotomineos mais abundantes foram Trichophoromyia ubiquitalis (3.330 — 58,26%) e
Nyssomyia antunesi (661 — 11,26%). O ambiente de terra firme obteve maior riqueza
(42 espécies) em relagdo ao ambiente de varzea (23 espécies), sendo considerado que
ambos os ambientes possuirem fauna rica e diversificada. Também foi observado que os
ecotopos de floresta apresentaram maior nimero de espécies (43 espécies) em relagao
ao peridomicilio (28 espécies). Pelas técnicas moleculares foi confirmada infec¢dao de
Th. wubiquitalis e Psychodopygus davisi por Leishmania spp. A andlise de
sequenciamento genético torna este trabalho o primeiro relato no estado do Amazonas
de Th. ubiquitalis infectada por Leishmania (Viannia) lainsoni uma das espécies

causadoras de leishmaniose tegumentar americana (LTA) em humanos.
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ABSTRACT
Phlebomine sand flies (Diptera: Psychodidae) are insects that have medical importance
due some species play an important role in transmission of leishmaniasis. The aims this
study were to identify fauna of insects in “terra firme” (non flooded area) and ‘““varzea”
(flooded area) environments, and theirs ecotopes (forest and peridomicile) present in
these environments, to verify possible leishmaniasis vectors in Tefé municipality,
endemic area of American cutaneous leishmaniasis (ACL) Amazonas state, Brazil. The
collections were done using HP light traps during six months: January, February, April,
August, September and October, of 2013. To detect natural infections of Leishmania
spp., molecular techniques were used. DNA extractions from female sandflies were
performed and samples subjected to Polymerase Chain Reaction using kDNA gene, and
its identification in species level were made by PCR with hsp70 gene followed by
genetic sequence. In total was collected 5.716 individuals and identified 46 species. The
abundance of the males was slightly higher compared to females, 2.868 males (50,19%)
and 2.848 females (49,81%), respectively. Trichophoromyia ubiquitalis (3.330 —
58,26%) and Nyssomyia antunesi (661 — 11,26%) were species most abundant. “Terra
firme” environment (42 species) was species richer than “vdrzea” environment (23
species) and forests ecotopes (43 species) were also richer than peridomiciles (28
species). The molecular techniques confirmed infection of Th. ubiquitalis and
Psychodopygus davisi with Leishmania spp. The found sequence analysis of the
Leishmania confirmed that the specie Leishmania (Viannia) lainsoni was infecting Th.
ubiquitalis. That specie causes also ACL in pard state. This is the first report of L.
lainsoni infecting sand flies in Amazonas state. Amazonas state. Probably, Th.

ubiquitalis is a species that causes in Tefé area.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais dos flebotomineos

Os flebotomineos sao vetores de importancia médica pertencentes a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e sdo amplamente distribuidos
no globo tendo ocorréncia em todos os continentes, exceto Antartida (Lewis 1974).
Atualmente sdao conhecidas mais de 900 espécies no mundo, sendo a regido Neotropical
a mais representativa onde sdo registradas cerca de 500 espécies, com 260 listadas para
o Brasil, representado a maior diversidade (Shimabukuro et al. 2011; Shimabukuro e
Galati 2011). No Brasil, o estado do Amazonas apresenta o maior nimero com 134
espécies registradas até o momento (Alves et al. 2012; Figueira et al. 2013, Oliveira et

al. 2013).

Os flebotomineos sao holometdbolos (ovo, larva, pupa e adulto), e os estdgios
imaturos ocorrem no ambiente terrestre, necessitando de locais imidos e com matéria
organica para seu desenvolvimento (Tesh e Guzman 1996). Os ovos possuem forma
ovoide ou elipsoide (Forattini 1973; Pessoa et al. 2008). A larva é vermiforme com
cabeca em forma capsular, possuem longas cerdas caudais de coloragao escura (Mann et
al. 2007; Pessoa et al. 2001; Pessoa et al. 2008), e passa por quatro estddios. A pupa
possui cabeca e torax formando um cefalotérax e nove segmentos abdominais,
claviforme, semelhante a uma crisalida de borboleta (Brazil e Brazil 2000). Cerca de um
ou dois dias antes de empupar, a larva deixa de se alimentar e procura algum suporte
solido que serve de substrato para a fixacdo da pupa através da dltima extvia larval até a

emergéncia do adulto (Young e Duncan 1994; Maroli ef al. 2012).

Os adultos s@o pequenos, tendo seu tamanho de dois a cinco milimetros de

comprimento € uma coloragdo que varia de amarelo claro a marrom escuro. Uma
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caracteristica marcante para reconhecé-los € a posi¢do de suas asas, que quando em
repouso ficam semieretas e entreabertas (Willians 1993; Alexander 1999).
Caracterizam-se por possuir o corpo e as asas densamente cobertos por cerdas, com as
pernas longas e delgadas. Fémeas e machos possuem dimorfismo sexual, como o
tamanho da probdscide que geralmente é maior na fémea que no macho. Os ultimos
segmentos abdominais, no macho constitui-se de apé€ndices bem desenvolvidos e com
genitdlia externa, enquanto na fémea € mais discreto e com formato arredondado e

genitdlia interiorizada (Figura 1).

Esses insetos possuem habitos crepusculares ou noturnos, entretanto algumas
espécies dependendo da falta de luminosidade local podem apresentar habitos diurnos.
E comum encontri-los em bases e copas de arvores (Arias e Freitas 1977; Pessoa et al.
2007) e locais escuros tais como tocas e cavernas (Alves et al. 2011). Movimentam-se
em voos saltitantes, e deduz-se que sua capacidade de dispersao é de aproximadamente

200 metros de acordo com a espécie (Alexander 1999; Casanova et al. 2005).

Tanto os machos como as fémeas se alimentam de fontes ricas em agucar, tais
como seiva de plantas e secre¢cdes de afideos (Cameron et al. 1995), mas somente as
fémeas realizam a hematofagia para nutricdo e maturacdo dos foliculos ovarianos

(Forattini 1973; Killick-Kendrick 1999).
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(A) ®)

Figura 1. Trichophoromyia ubiquitalis (Mangabeira) (A) Fémea com tltimos seguimentos mais discretos
conferindo um aspecto arredondado; (B) Macho com apéndices bem ornamentados nos ultimos
seguimentos abdominais. Fonte: Pereira Junior, A. M.

1.2 Fauna de flebotomineos no Estado do Amazonas

No Amazonas os flebotomineos apresentam uma grande composicdo de
espécies. Estudos apontam que as espécies Nyssomyia anduzei (Rozeboom), Ny.
antunesi (Coutinho), Ny. umbratilis (Ward e Fraiha), Ny. yuilli yuilli (Young e Porter),
Psychodopygus amazonensis (Root), Ps. ayrozai (Barreto e Coutinho), Ps. chagasi
(Costa Lima), Ps. davisi (Root) e Trichophoromyia ubiquitalis (Mangabeira) tem sido
as mais abundantes no estado do Amazonas (Arias e Freitas 1977; Arias e Freitas 1978;
Barrett et al. 1996; Casttelon er al. 2000; Dias-lima et al. 2002; Alves et al. 2012;
Ramos 2012; Rocha et al. 2013). Esses trabalhos demonstraram que o ambiente
florestal apresenta maior diversidade de espécies, e que os flebotomineos em geral, sdo
abundantes neste tipo de ambiente em relacdo a outros ambientes (Barbosa et al. 2008;
Cutollo et al. 2013), até pela relacio com os diversos microambientes que favorecem
estes insetos (Cabanillas e Castellén 1999; Dias-Lima et al. 2002; Pessoa et al. 2007).
As florestas de ambientes de véarzea até o momento tem sido pouco exploradas com
relagcdo aos estudos em flebotomineos. Poucos trabalhos neste tipo de ambiente podem

ser explicados pelas dificuldades de acessibilidade nos periodos de chuva, que
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coincidem com a inundacdo das florestas, podendo nao conferir microambientes
favordaveis para os flebotomineos devido a relagdo com seu ciclo de vida; porém existe
uma fauna frequente e diversificada (Rebélo e Oliveira-Pereira 2001; Odorizzi e Galatti

2007).

Outro tipo de ambiente que vem recebendo atenc¢do dentre as pesquisas sao 0s
ambientes peridomiciliares. Com a fragmentacao de ambientes e consequente destrui¢ao
de microambientes, a fuga ou morte de fontes sanguineas dos animais silvestres faz com
que algumas espécies de fleb6tomos procurem se adaptar em ambiente proximos de
habitacdes humanas, caracterizados como peridomicilios, fazendo com que tais locais
recebam alerta para aproximac¢do de vetores (Teodoro et al. 2001; Teodoro et al. 2007;

Barbosa et al. 2008; Ramos 2012; Reis et al. 2013).

1.3 Fauna de flebotomineos em municipios da calha do Rio Solimoes

Estudos realizados na regido do médio Solimdes apontaram uma fauna rica
destes insetos. Castellén er al. (2000) ao realizar coletas em areas de influéncia do
gasoduto no municipio de Coari registraram uma fauna de 50 espécies utilizando
diferentes métodos de captura, sendo as espécies Ps. chagasi, Ps. davisi e Th.
ubiquitalis as mais abundantes nos locais de coleta. Gomes et al. (2009) encontraram na
mesma area do gasoduto e encontraram 25 espécies. Silva et al. (2007) identificaram 43
espécies sendo as mais abundantes Ny. anduzei, Ps. davisi e Ny. umbratilis em areas de
floresta de terra firme no municipio de Manacapuru. Barrett et al. (1996) realizaram
coletas no municipio de Tefé e obtiveram 52 espécies, sendo Th. ubiquitalis, Ny. yuilli

yuilli, Ny. richardwardi as mais abundantes.
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1.4 Importancia Médica dos Flebotomineos

Os flebotomineos sdo incriminados como transmissores de virus (Tesh 1988;
Comer e Tesh 1991), bactérias (Lewis 1974; Young e Duncan 1994), mas obtiveram
grande importancia em saude publica quando foram associados como vetores das
Leishmanioses (Wenyion 1911). No mundo aproximadamente 70 espécies de
flebotomineos sdo assinaladas na transmissao de leishmaniose (Ready 2013). No Brasil,
estudos com flebotomineos ganharam destaque a partir do trabalho de Aragdo (1922),
que associou a alta abundancia desses insetos coincidindo com o elevado nimero de
casos de leishmaniose no municipio do Rio de Janeiro. Atualmente 20 espécies tem sido
implicadas como vetoras comprovadas ou suspeitas de leishmaniose no pais (Lainson et
al. 1994; Rangel e Lainson 2009) (Tabela 1).

Na regido Norte do Brasil, as espécies que tém sido incriminadas como vetores
de leishmaniose pertencem aos géneros Bichromomyia Artemiev, Nyssomyia Barreto;
Psychodopygus Mangabeira; Lutzomyia Franca e Trichophoromyia Barreto (Lainson e
Shaw 1968; Lainson et al. 1976; Lainson e Shaw 1976; Silveira ef al. 1991). No estado
do Amazonas as espécies comprovadas vetoras até o momento sdo Bichromomyia
Sflaviscutellata, Bi. olmeca nociva (Young e Arias), Ny. anduzei (Mangabeira), e Ny.

umbratilis (Arias e Freitas 1978; Arias et al. 1987).

1.5 Leishmanioses

As leishmanioses compreendem um espectro de manifestagdes clinicas que
podem acometer o homem quando este entra em contato com ciclo de transmissdo do
parasito. Sdo classificadas em Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose tegumentar
que nas Américas s@o chamadas como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) essas enfermidades estdo entre os
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seis principais agravos no mundo, afetando entre 1,5 a 2,0 milhdes de pessoas
anualmente, estando presentes em 88 paises (Clem 2010; WHO 2013), onde mais de
90% dos casos da forma visceral ocorrentes no mundo estdo em Bangladesh, India,
Nepal e Sudao e Brasil (WHO 2103). J4 para a forma cutdnea mais 90% dos casos
ocorrem no Afeganistdo, Ardbia Saudita, Ira, Siria, Peru e Brasil (Desjeux 1996, Clem
2010).

A forma visceral da doenca é considerada a mais grave, pois atinge os 6rgaos
como figado e bago podendo levar a pessoa acometida a 6bito (Gontijo et al. 2003). A
forma tegumentar pode variar em Leishmaniose cutdnea localizada (LCL),
Leishmaniose Cutanea Disseminada (LCD) e Leishmaniose Mucocutinea (LM). A LCL
€ caracterizada por lesdes exclusivamente na pele, no ponto de inoculagdo do parasita,
seu tratamento € rdpido e é considerada a forma menos agressiva (Gontijo e Mello
2003). A LCD produz lesdes cronicas e espalhadas pelo corpo, sendo as mais dificeis de
cura (Moraes e Silveira 1994). A LM ¢ definida como ulceragdes nas regides mucosas
causando a destrui¢do tecidual (Gomes et al. 2004).

No Brasil foram notificados 148.315 casos para a forma tegumentar e 23.633
casos para a forma visceral, entre os anos de 2007 a 2013. Deste total, na regiao Norte
foi registrado maior propor¢do de casos de Leishmaniose tegumentar (40%), e a
segunda regidio com maior registro de casos (20%) da forma visceral ficando atrds
apenas da regido Nordeste. Em relacdo aos estados da regido Norte, o Amazonas
corresponde com cerca de 20% dos casos notificados para LTA, ja para a forma visceral
existem apenas 12 casos importados de outras regides (SINAN 2013).

Os agentes etioldgicos destes agravos sdo protozodrios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, género Leishmania Ross, que dependendo da espécie causam as

diferentes manifestacdes clinicas. Possuem duas formas: promastigota (flagelada), que
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sao encontradas no intestino dos flebotomineos, e amastigotas (forma intracelular sem
flagelo), que vivem obrigatoriamente no sistema fagocitario de mamiferos.

O género Leishmania é constituido por mais de 30 espécies classificadas em
dois subgéneros: Leishmania e Viannia. Sendo que essa subdivisdo esta estreitamente
relacionada com a forma de desenvolvimento e colonizacdo no intestino do vetor
(Lainson e Shaw 1987).

Na regido Neotropical 15 espécies de Leishmania sao causadoras de
Leishmaniose (Silveira et al. 2004). No Brasil a forma visceral € causada pela
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi Shaw. A forma tegumentar é causada por
outra espécie do subgénero Leishmania: L. amazonensis Vianna, e espécies do
subgénero Viannia: L. braziliensis Vianna, L. guyanensis Floch, L. lainsoni Silveira,
Souza, Lainson, Shaw, Braga e Ishikawa, L. lindenbergi Silveira, Ishikawa, Souza e
Lainson, L. naiffi Lainson e Shaw, e L. shawi Lainson e Shaw.

Na regido Norte circulam oito espécies de leishmanias: L. (L.) infantum
chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.(V.) lindenberg,
L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi. No estado do Amazonas ja foram
registradas L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.(V.) naiffi
(Arias e Freitas 1978; Lainson et al. 1994; Silveira et al. 2002; Silveira et al. 2004;
Guerra et al. 2006), sendo L. (V.) guyanensis a espécie com maior nimero de registros
(Arias e Freitas 1978; Guerra et al. 2006; Coelho et al. 2011).

O perfil cldssico das areas endémicas de leishmanioses eram distribuidas até
recentemente em areas rurais/florestais. Porém em algumas regides do Brasil o perfil de
areas endémicas de leishmanioses ja se encontram mudadas, com ocorréncia em areas
urbanas, devido a algumas populacdes de flebotomineos, como por exemplo, Lutzomyia

longipalpis (Lutz e Neiva) e Ny. intermedia (Lutz e Neiva) que vem se adaptando cada
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vez mais aos ambientes peridomiciliares e urbanos (Ministério da Sadde 2006;
Ministério da Saide 2007). No estado do Amazonas o perfil para o agravo ainda é
predominantemente relacionado com o ciclo silvestre, em que o homem acaba sendo
fonte de infeccdo ao entrar em &reas florestais, sendo assim picado pelo vetor e
adquirindo a doenca. Embora ja existam fortes evidéncias da ocorréncia de um processo
de instalacdo da doenca em dreas semi-urbanizadas (Paes 1991; Feitosa e Castellén

2004; 2009; Barbosa et al. 2008).
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Tabela 1. Espécies de flebotomineos incriminados no Brasil como vetores ou suspeitos na transmissdo de leishmaniose tegumentar ou visceral.

Espécies vetoras Espécies de Leishmania Referéncias
Bichromomyia flaviscutellata Leishmania (Leishmania) amazonensis Lainson e Shaw (1968)
Bi. olmeca nociva L. (L.) amazonensis Arias e Naiff (1987)
Lutzomyia cruzi L. (L.) infantum chagasi Santos et al. (1998)

Lu. longipalpis L. (L.) infantum chagasi Deane e Deane (1954)
Migonemyia migonei Leishmania (Viannia) braziliensis Aratjo Filho (1979)

Nyssomyia anduzei
Ny. antunesi

Ny. intermedia

Ny. neivai

Ny. umbratilis

Ny. whitmani

Ny. yuilli yuilli
Psychodopygus ayrozai
Ps. complexus

Ps. davisi

Ps. hirsutus hirsutus
Ps. paraensis

Ps. squamiventris
Ps. wellcomei

Th. ubiquitalis

L. (V.) guyanensis
L. (V.) lindenbergi
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) guyanensis
L. (.V) braziliensis
L. (V.) panamensis
L. (V.) naiffi

L. (V.) braziliensis
L. (V.) naiffi

L. (V.) braziliensis
L. (V.) naiffi

L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) lainsoni

Lainson et al. (1976)
Silveira et al. (2002)
Aragio (1922)
Pita-Pereira et al. (2009)
Arias e Freitas (1978)
Pessda e Coutinho (1941)
Santamaria et al. (2006)
Rangel & Lainson (2003)
Souza et al. (1996)

Gil et al. (2003)

Rangel et al. (1985)
Silveira et al. (1991)
Souza et al. (1996)
Lainson et al. (1973)
Silveira et al. (1991)
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1.6 Infeccao natural em flebotomineos por Leishmania spp.

No Brasil, estudos com infec¢do natural em flebotomineos iniciaram na regiao
Sudeste, em pesquisas com diversas metodologias de disseccdo e isolamento de
parasitas de flebotomineos, a partir da visualizacdo de formas flageladas apds a retirada
do tubo digestorio de fémeas recém-capturadas. Esse método permitiu a incriminacao de
muitas espécies de flebotomineos na época como Migonemyia migonei, Ny withmani,
Ny. intermedia, Pintomyia pessoai dentre outras espécies (Pessoa e Coutinho 1939;
Pesso6a e Pestana 1940; Coutinho 1940; Forattini 1952). Na regidao Norte, estudos
utilizando este método destacaram a incriminacdo de By. flaviscutellata, Ny. anduzei,
Ps. wellcomei e Th ubigiutalis como vetores de Lesihmmania no estado do Pard
(Lainson e Shaw 1968; Lainson et al. 1972; Lainson et al. 1973; Lainson et al. 1976;
Silveira et al. 1991). No estado do Amazonas, utilizando método semelhante foram
encontradas as espécies Ny. umbratilis infectadas com formas flageladas de L. (V.)
guyanensis, além de Bi. flaviscultellata e Bi. olmeca nociva infectadas com L. (L.)

amazonensis (Arias e Freitas 1978; Arias et al. 1987).

Atualmente novas técnicas vem sendo utilizadas, tal como a técnica de Reagao
de cadeia da Polimerase (PCR) que possibilita a deteccdo e identificacdo mais rapida
para espécies de Leishmania. Muitos estudos tem usado esta técnica como uma 6tima
ferramenta para se estimar taxas de infec¢do natural em flebotomineos por Leishmania
spp. tendo em vista que a PCR tem uma alta sensibilidade e especificidade (Barket

1987; Aransay et al. 2000; Oliveira et al. 2006; Paiva et al. 2006; Paiva et al. 2007).

Os ultimos trabalhos referentes a taxa de infec¢do no estado do Amazonas
ainda utilizaram o método de disseccao (Pessoa et al. 2007; Pinheiro et al. 2008; Reis
et al. 2013), este método tem o viéis de as fémeas serem processadas assim que
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capturadas do campo, e além disso, as dissec¢cdes consomem muito tempo e ainda sdo
necessarias pessoas com experiéncia no manuseio. A técnica PCR por outro lado
permite o processamento de um elevado nimero de individuos e pode ser direcionada
para um gene especifico, além de detectar uma quantidade minima de DNA de
Leishmania (Aransay et al. 2000), porém poucos trabalhos tem sido utilizados no estado
do Amazonas utilizando essa técnica para estimativa da taxa de infec¢cdo em
flebotomineos, e os estudos tem se restringido para identificagcdo das espécies de

Leishmania em casos humanos (Guerra et al. 2006; Coelho et al. 2011).

2 JUSTIFICATIVA

O municipio de Tefé vem passando por modificagdes em sua configuracao
econOmica e demogréfica, devido as intensas prospecgdes e exploragdes de gés natural,
propiciando o acesso da populacdo a dreas antes ndo habitadas. Nos ultimos sete anos
foram registrados 328 casos de Leishmaniose tegumentar (SINAN 2013), dando uma
média de 76,25 casos por 100 mil habitantes/ano, ndo muito diferente da média estadual
de 86,8 (Guerra et al. 2006). Exemplo préximo a esse ocorreu no municipio de Coari,
vizinho ao municipio de Tefé, e que registrou aumento de casos de Leishmaniose apds a
instalacdo de empresas de exploracdo de gis e petrdleo, fazendo com que muitos
trabalhadores ao adentrar em ambientes de mata ficassem expostos aos riscos de infecdo

(Costa et al. 2010).

Poucos estudos sobre a fauna flebotominica foram realizados na regido e
nenhum estudo foi feito para verificar taxas de infec¢do natural po leishmanias nesses
insetos. Levantamentos da fauna de fleb6tomos, aliados com estudo de capacidade

vetorial servem de base para estratégias de vigilancia epidemioldgica.
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3 OBJETIVO
3.1 Geral
- Associar aspectos ecoldgicos da composicdo flebotominica em dreas de terra firme e

varzea, municipio de Tefé, Amazonas.

3.2 Especificos

- Realizar um levantamento da fauna de fleb6tomos em ambiente de terra firme e de

varzea e estimar a abundancia, diversidade e riqueza de espécies entre essas dreas;

- Avaliar a distribuicdo das espécies de acordo com os ecotopos (peridomicilio e

floresta) e verificar se existe varia¢do na diversidade e riqueza;

- Assinalar potenciais vetores de leishmaniose tegumentar na drea de estudo, Tefé,

Amazonas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

Este trabalho foi realizado no municipio de Tefé (03°19°14.62”S;
64°43°24.90”"W), Amazonas, Brasil. Tefé ¢ um dos dez municipios que compdem a
regido do médio Solimdes, localizado a 575 km da capital Manaus, com uma &rea
territorial de 23.704,488 km?” e populacdo de 61.453 habitantes (IBGE 2010). O clima é
classificado na escala de K&ppen, como do tipo Afi, tropical chuvoso, sem esta¢ao seca
(chuvas mensais acima de 60 mm), regime térmico sem esta¢cdo fria, com temperaturas
médias mensais acima de 18°C e oscilacdo anual de temperatura inferior a 5°C

(EMBRAPA 1999) e precipitacdo pluviométrica de 2.900 mm (INMET 2013).

A vegetacdo € constituida na sua maior parte por floresta ombrofila densa de

terras baixas que se caracteriza por nao ser alagada e em terrenos ondulados, com baixas
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altitudes e darvores de dossel emergente, como Bertholletia excelsa Humboldt e
Bonpland. Um outro tipo de vegetacdo encontrada no municipio € a floresta ombrdfila
densa aluvial, chamada de floresta de varzea, que € uma formacao ribeirinha que ocorre
ao longo dos cursos d’dguas e possui periodo de inundacdo por dguas brancas, sua

formacdo pode ser aberta ou apresentar dossel uniforme e emergente (RIMA 2003).

4.2 Coleta de flebotomineos

As capturas de flebotomineos foram realizadas no ano de 2013 nos meses de
Janeiro, Fevereiro, Abril, Agosto Setembro e Outubro, em ambiente de terra firme, em
dois trechos na Estrada da EMADE (Km 03 e Km 08) e em dois ambientes de varzea,
comunidades Nossa Senhora do Perpétuo Socorro e Porto Vale (Figura 2). Em cada
ambiente foi contemplado os ecétopos de floresta e peridomicilio. O ecétopo de floresta
consistiu de uma 4rea com vegetacdo primdria no ambiente de terra firme e com
vegetacdo secunddria no ambiente de varzea, ambos distantes de habitacdes humanas,
enquanto o ecétopo de peridomicilio foi caracterizado por um local parcialmente
desmatado com habita¢des humanas e abrigos para criacdo de animais como galinheiros

(Figura 3-6).

Em cada um dos ambientes foram instaladas 12 armadilhas luminosas do tipo
Hoover Pugedo Biomédica Ltda (HP) por quatro noites, contemplando trés armadilhas
em cada ecétopo. As armadilhas foram colocadas a 1,5 metros de altura em relacdo ao
solo e separadas por uma distancia de 20 metros em relacdo a outra, permanecendo
ativas por 13 horas consecutivas (17:00 as 06:00), somando um esforco amostral de 48

dias, equivalentes a 624 horas de capturas.
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Figura 2. (A) Mapa do Brasil evidenciando o estado do Amazonas com destaque para o municipio de
Tefé. Fonte: Medeiros, J. F.; (B) Pontos de coletas de flebotomineos nos ambientes de terra firme (KM 3
e KM 8) e de varzea (Comunidades: Porto Vale e Nossa Senhora do Perpétuo Socorro), municipio de
Tefé, Amazonas. Fonte: Google Earth
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-
Figura 3. Estrada da EMADE (Km 03), ponto de coleta em area de terra firme, municipio de Tefé-AM.
Fonte: Pereira Junior, A. M.

Figura 4. Comunidade Nossa Senhora do Perpétuo Socorro, ponto de coleta em éarea de varzea no
municipio de Tefé-AM. Fonte: Pereira Junior, A. M.
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Figura 6. Armadilha luminosa Hoover Pugedo (HP). (A) Ecétopo Floresta. (B) Ec6topo Perdidomicilio,
no municipio de Tefé, Amazonas. Fonte: Pereira Jinior, A. M.

Posteriormente as armadilhas foram retiradas e os flebotomineos separados com
o auxilio de aspirador tipo Castro e colocados em tubos com alcool 96% contendo as
seguintes informagdes: local de coleta, data, ambiente e ecotopo e transportados para o

Laboratério de Ecologia e Doencas Transmissiveis na Amazonia, no Instituto Lednidas
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e Maria Deane/Fiocruz, Manaus, Amazonas, onde os insetos foram inicialmente triados

para posterior identificagdo das espécies.

Para identificacdo dos flebotomineos, primeiramente os espécimes foram
separados por sexo. Os machos foram diafanizados utilizando Hidréxido de Potéssio
(KOH) a 10%, em seguida lavados com solucdo de 4cido acético a 10% e dgua corrente
e montados inteiros entre lamina e laminula com fluido de Berlese. As fémeas foram
dissecadas, a cabeca e a genitalia clarificadas com Hidréxido de Potédssio (KOH) a 10%
e montadas com fluido de Berlese, e o restante do corpo foi colocado em microtubo
individual e armazenado em dlcool 96% para realizacdo dos procedimentos
moleculares. Os flebotomineos foram identificados morfologicamente através da
observacdo da genitdlia (machos e fémeas) utilizando chave proposta por Young e
Duncan (1994), sendo adotada neste trabalho a classificacdo proposta por Galati (2003)

e as abreviaturas dos nomes para flebotomineos seguiu a proposta de Marcondes (2007).

4.3 Extracao de DNA das fémeas de flebotomineos capturadas

Apés a etapa de identificagdo, as fémeas foram agrupadas em microtubo,
variando entre 10 a 20 individuos. Os flebotomineos foram agrupados utilizando os

seguintes critérios: espécie, més de coleta, tipo de ambiente e de ecétopo.

As extragdes foram realizadas seguindo o protocolo DNeasy® Blood and Tissue
Kit Qiagen. Inicialmente foi adicionado 180uL de salina tamponada com fosfato (PBS
1X) em cada pool e nos controles e foi feita a homogeneiza¢do com o auxilio de pistilos
esterilizados. Posteriormente 20 uL de Proteinase K a 20ug/mL foram adicionados por
dois minutos em temperatura ambiente para a lise das amostras. Foram colocados 200
pL de Buffer AL em cada pool e as amostras foram incubadas em banho Maria a 56°C

overnight.
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No dia seguinte foram adicionados 200 uL de etanol absoluto as amostras e
realizado um vértex por 15 segundos. Posteriormente, cada amostra foi transferida para
minicolunas com tubos coletores e centrifugadas a 8.000 rpm por um minuto. O tubo
coletor foi descartado e a minicoluna transferida para outro tubo coletor. Em seguida foi
adicionado 450 uL de Buffer AWI1, e as amostras foram centrifugadas novamente a

8.000 rpm por um minuto.

O tubo coletor foi descartado e a minicoluna transferida para novos tubos. Logo
apos foi adicionado 450 puL de Buffer AW2 e as amostras foram centrifugadas a 14.000
rpm por 3 minutos, o precipitado no tubo coletor foi descartado e as minicolunas foram
recolocadas nos seus respectivos tubos coletores para uma nova centrifugacao a 14.000
rpm por um minuto. Apds a centrifugacdo os tubos foram descartados, € as minicolunas
foram colocadas em microtubos de 2 mL e foi adicionado 30 puL de Buffer AE. As
amostras foram deixadas a temperatura ambiente por cinco minutos para
homogeneizacdo e depois centrifugadas a 8.000 rpm por um minuto. Esse passo foi
repetido e apds a centrifugacdo as minicolunas foram descartadas e o precipitado que
ficou nos microtubos de 2 mL foram armazenados em freezer a — 20°C para posterior
utilizacdo na PCR (Reagdo da Cadeia em Polimerase). Apds a etapa de extracdo as
amostras foram quantificadas em Nanodrop (Nanoval Plus) e verificadas a pureza do
DNA. Como controles positivos foram uilizados machos de Th. ubiquitalis + 15 pL de
L. (L.) amazonensis e como controles negativos apenas machos da mesma espécie ou

dgua ultrapura.

4.4 Reacao da Cadeia em Polimerase (PCR) para deteccao de Leishmania spp.

As amostras foram submetidas a uma reagdo dirigida para a regido conservada
do minicirculo de kKDNA entre todas as espécies de Leishmania spp. de acordo com
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Oliveira et al. (2005), onde a amplificacio ocorreu para fragmento de
aproximadamente 120pb, utilizando 0s iniciadores 5-
GGG(GT)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA-3’ e 5-4(G/C) (G/O) (G/C)
(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3'.

A mistura da reacdo (mix) foi preparada com as seguintes concentragdes: 18,7
puL de dgua ultrapura (H,0 Mili-Q); 2,5 uL de Buffer Green; 0,75 uLL de MgCl, (2mM);
0,38 uL de primer de kDNA (1umol); 0,50 uL. de dNTPs (0.2mM); 0,25 uL de Taq
Polimerase (1,25U); 2 uLL de cada amostra extraida, totalizando um volume final de 25
pL.

A amplificacdo do kDNA foi realizada em aparelho termociclador (Veriti —
Applied Biossystems®) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida por 40 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturag¢do), 55°C por 30
segundos (hibridizacdo dos primers), 72°C por 45 segundos (extensdo da fita), e uma

extensao final de 72°C por 10 minutos.

4.5 PCR dirigida para o Alvo hsp70 (Heat sock protein 70)

Para a identificacdo da espécie de Leishmania as amostras de DNA foram
amplificadas por PCR utilizando como alvo o gene da proteina do choque térmico 70
(hsp70), tendo como os iniciadores Hsp 70cF 5-GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3’
e Hsp 70cR 5’-TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-3’de acordo com Graga et al. (2012).

O mix da reacdo foi preparado com as seguintes concentracdes: 36,25 uL de
agua ultrapura (H,0 Mili-Q; 5,0 uL de Buffer Green; 1,5 uLL de MgCl, 2mM); 1,0 uL
de cada primer hsp70 (1umol) (forward e reverse); 2,0 uL de dNTPs (0,2mM); 0,5 uL

de Taq Polimerase (1,25U); 5,0 uL de cada amostra extraida, totalizando um volume

final de 52,25 uL.
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A amplificagdo foi realizada utilizando um termociclador (Veriti — Applied
Biossystems®) nas seguintes condic¢des: desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos,
seguida por 33 ciclos de 94°C por 15 segundos (desnaturacio), 58°C por 30 segundos
(hibridizacao dos primers), 72°C por 30 segundos (extensdo da fita), e uma extensao

final de 72°C por 10 minutos.

4.6 Visualizacao e confirmacao de amostras positivas

Os produtos da PCR para os alvos kDNA (120pb) e hsp70 (240pb) foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com 1 pL de GelRed. Foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100pb, conforme instrucdes do fabricante.
O tampao de corrida foi o TAE (Tris-acetato-EDTA) na concentracio de 1X, e os géis
foram submetidos a 100 volts por 25 minutos. E por fim, visualizados em
fotodocumentador ImageQuant LAS 4000.

4.7 RFLP (Restricao de fragmento no comprimento de polimorfismo) para
produtos da regiao hsp70

Para identificacdo a nivel especifico da espécie de Leishmania, as amostras
positivas para o alvo hsp70 foram submetidas a PCR RFLP através da digestdo por

enzimas Haelll (Haemophilus aegyptius) e BstUI (Bacilus stearotermophilus).

O mix da reac@o para digestdo pela enzima Haelll foi realizado nas seguintes
concentracoes: 34 ul de dgua ultrapura (H,0 Mili-Q), 5 ul de tampao 10X (15mM), 1,0
ul da enzima Haelll e 10 pl do produto amplificado. Para a enzima BstUI o mix foi
realizado de acordo com as seguintes concentracdes: 7 ul de H,O, 2 ul de tampao 10X
(15mM), 1,0 ul da enzima BsfUI e 10 ul do produto amplificado. As solu¢des foram
incubadas overnight em diferentes temperaturas: 37°C para as amostras digeridas pela

Haelll e 60°C para as amostras digeridas pela BstUL
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Como controles para reagao foram utilizadas cepas de referéncia das espécies L.
(L.) amazonensis (I0CL 575), L. (V.) braziliensis (IOCL 566), L. (V.) guyanensis
(IOCL 565), L. (V.) lainsoni (IOCL 1045), L.(V.) naiffi (IOCL 1365), L. (V.) shawi
(IOCL 1545) cedidas pela Cole¢do de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz -

Fiocruz/R]J.

As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida onde se aplicou 9 puL de
mistura contendo 5 L. de produtos amplificados para o alvo Asp70 e 4 uL. de tampao de
amostra Bluejuice 5x. O gel de poliacrilamida foi submetido a uma eletroforese de 100
volts por 1 hora com tampao de corrida (TAE 1X) e posteriormente corado com nitrato
de prata a 10%. Para isso 200 mL de solugdo fixadora (metanol, 4cido acético, 4gua na
proporcao 40:10:50 v/v) foi diluido com 3 mL de nitrato de prata. O gel foi agitado na
solucdo por cinco minutos, lavado em dgua corrente e aplicado 200 mL de solucdo
reveladora e 3 mL de formaldeido. Em seguida foi feita uma nova agitagdo por cinco
minutos até o aparecimento das bandas, e por fim analisado em fotodocumentador

ImageQuant LAS 4000.

Todas os procedimentos moleculares foram realizadas nos laboratérios de

Entomologia e Genética da Fiocruz Rondonia.

4.8 Reacio de sequenciamento

Para a identificacdo de Leishmania spp. a nivel especifico, os produtos
amplificados pela reacio PCR hsp70  (fragmento esperado de 243 pb) foram

submetidos ao processo de purificacdo e sequenciamento na empresa Genomic.

Os dados brutos foram editados com o programa (Pregap 4 e Gap 4 do pacote

Staden Packge) e as sequéncias identificadas por BLASTn-Basic Alignment Search
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Tool Program for Nucleotides (Altschul et al. 1990) no NCBI/GenBank. Posteriormente
as sequéncias foram analisadas quanto a porcentagem de identidade, empregando-se o
método de multipla progressdao de Clustal W Multiple Alignment (Thompson et al.
1994) por meio do programa MEGA4-Molecular Evolucionary Genetics Analysis —
Software Version 4 (Tamura et al. 2007). A andlise de identificagdo foi realizada
comparando-se os isolados deste estudo com uma sequéncia de referéncia para espécie

depositada no GenBank.

4.9 Analise dos dados

Para comparar a riqueza e equitabilidade das espécies entre os ambientes foram
construidas curvas de dominancia utilizando a funcdo radfit do pacote Vegan ajustada a
distribuicao de erros de Poisson. Essa fun¢do ajusta a matriz de dados a todos os
modelos possiveis (i.e Brokenstick, Pre-emption, Log-Normal, Zipf e Zipf-
Mandelbrot) e plota a curva utilizando o modelo que apresenta o melhor critério de
informacdo de Akaike (AIC). Também foi aplicado um teste de ANOVA comparando a
riqueza de espécies em cada drea de acordo com o tipo de ecétopo amostrado

(Peridomicilio ou floresta).

Para verificar a influéncia do ambiente, ecétopo e periodo da coleta sobre a
composi¢do de espécies de flebotomineos foi aplicado uma andlise de variancia
multivariada permutacional (PERMANOVA), que consiste em uma andlise nao
paramétrica multivariada baseada em permutagdes conforme descrita em Anderson
(2001). Também foi utilizado o Valor de Indicacdo de Espécies (IndVal) para verificar a
fidelidade e especificidade que as espécies apresentam com um determinado ambientes
(Dufréne & Legendre 1997). Todas as anélises foram realizadas no software estatistico
R, a um nivel de significancia de 5% (R Development Core Team, 2010).
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Para estimar a taxa de infeccdo nas amostras positivas para Leishmania spp., foi
realizado o célculo para a taxa de infec¢do minima de acordo com Paiva et al. (2006)
com a seguinte férmula: Taxa minima (TM) = N° de grupos positivos (pools) x

100/Total de flebotomineos processados.

S RESULTADOS

5.1 Composic¢ao da fauna flebotominica

Foi coletado um total de 5.716 espécimes, 2.868 machos (50,19%) e 2.848
fémeas (49,81%), e identificados em 46 espécies pertencentes a 11 géneros:
Evandromyia Mangabeira, Lutzomyia Franca, Micropygomyia Barretto, Nyssomyia
Barretto, Pintomyia Costa Lima, Psathyromyia Barretto, Psychodopygus Mangabeira,
Sciopemyia Barretto, Trichophoromyia Barretto, Trichopygomyia Barretto e
Viannamyia Mangabeira. Nao foi possivel identificar alguns exemplares a nivel
especifico devido perda de espermatecas durante a preparacdo das laminas
(Psychodopygus e Evandromyia), ou por espermatecas serem indistinguiveis

(Trichophoromyia e Trichopygomyia), ficando apenas a nivel genérico (Tabela 2).

Os géneros com maior nimero de espécies foram Psathyromyia (oito),
Psychodopygus (sete), Evandromyia (cinco) e Trichophoromyia (cinco). As espécies
mais abundantes foram Th. ubiquitalis com 3.330 individuos (58,26%), Ny. antunesi
com 661 individuos (11,26%) e Ny. yuilli yuilli com 261 individuos (4,57%). Outras
espécies ocorreram em menor abundéncia correspondendo com menos de 4% do total
identificado. Algumas espécies apresentaram apenas um individuo: Ev. bourrouli, Mi.

pilosa, Mi. rorotaensis, Th. auraensis.

Das 46 espécies registradas, trés sdao incriminadas como vetoras no Brasil: Th.

ubiquitalis (3.330), Ny. anduzei (11), Ny. umbratilis (11). E outras cinco sao
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consideradas suspeitas: Ny. antunesi (661), Ny. yuilli yuilli (261), Ps. davisi (208), Ps.

amazonensis (68), Ps. hirsutus hirsutus (56).
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Tabela 2. Flebotomineos coletados nos ambientes de terra firme e varzea no municipio de Tefé, Amazonas, nos meses de Janeiro, Fevereiro, Abril, Agosto, Setembro e
Outubro de 2013.

Espécie g Terra Fnéme Total %o 8Varzea 9 Total %0 (T;E:.zll % Total
Trichophoromyia ubiquitalis 2084 1228 3312 57,94 12 6 18 0,31 3330 58,26
Nyssomyia antunesi 108 418 526 9,20 46 89 135 2,36 661 11,56
Ny. yuilli yuilli 0 259 259 4,53 0 2 2 0,03 261 4,57
Psychodopygus davisi 129 78 207 3,62 1 0 1 0,02 208 3,64
Th. sp. 0 198 198 3,46 0 4 4 0,07 202 3,53
Evandromyia walkeri 36 38 74 1,29 13 74 87 1,52 161 2,82
Th. melloi 146 0 146 2,55 0 0 0 0,00 146 2,55
Ps. amazonensis 46 20 66 1,15 2 0 2 0,03 68 1,19
Sciopemyia sordellii 6 57 63 1,10 0 0 0 0,00 63 1,10
Ps. hirsutus hirsutus 0 56 56 0,98 0 0 0 0,00 56 0,98
Ps. ayrozai 14 36 50 0,87 0 0 0 0,00 50 0,87
Th. flochi 45 0 45 0,79 0 0 0 0,00 45 0,79
Psathyromyia dendrophyla 37 4 41 0,72 0 1 1 0,02 42 0,73
Ps. claustrei 11 25 36 0,63 0 0 0 0,00 36 0,63
Viannamyia tuberculata 0 34 34 0,59 0 2 2 0,03 36 0,63
Lutzomyia marinkellei 0 35 35 0,61 0 0 0 0,00 35 0,61
Pa. scaffi 11 18 29 0,51 5 1 6 0,10 35 0,61
Lu. falcata 0 32 32 0,56 0 0 0 0,00 32 0,56
Sc. preclara 14 12 26 0,45 0 1 1 0,02 27 0,47
Ev. begonae 0 26 26 0,45 0 0 0 0,00 26 0,45
Pa. aragaoi 12 7 19 0,33 0 1 1 0,02 20 0,35
Trichopygomyia rondoniensis 18 0 18 0,31 0 0 0 0,00 18 0,31
Ps. sp. 0 16 16 0,28 0 2 2 0,03 18 0,31
Ev. tarapacaensis 3 10 13 0,23 0 0 0 0,00 13 0,23
Pa. souzacastroi 7 0 7 0,12 5 0 5 0,09 12 0,21

Continua...
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Terra Firme Varzea Total

Espécie g o Total % g o Total % Geral % Total
Ny. anduzei 7 2 9 0,16 1 1 2 0,03 11 0,19
Ny. umbratilis 6 5 11 0,19 0 0 0 0,00 11 0,19
Ty. sp. 0 10 10 0,17 0 1 1 0,02 11 0,19
Pa. runoides 1 9 10 0,17 0 0 0 0,00 10 0,17
Pa. shannoni 7 1 8 0,14 2 0 2 0,03 10 0,17
Pintomyia serrana 1 1 2 0,03 4 2 6 0,10 8 0,14
Vi. furcata 8 0 8 0,14 0 0 0 0,00 8 0,14
Lu. sherlocki 0 5 5 0,09 0 0 0 0,00 5 0,09
Vi. caprina 1 3 4 0,07 0 1 1 0,02 5 0,09
Micropygomyia chassignetti 4 0 4 0,07 0 0 0 0,00 4 0,07
Ty. wagleyi 4 0 4 0,07 0 0 0 0,00 4 0,07
Mi. micropyga 0 0 0 0,00 1 2 3 0,05 3 0,05
Pa. campbelli 1 0 1 0,02 0 2 2 0,03 3 0,05
Ps. llanosmartinsi 3 0 3 0,05 0 0 0 0,00 3 0,05
Pa. lutziana 0 3 3 0,05 0 0 0 0,00 3 0,05
Pa. sp. 0 3 3 0,05 0 0 0 0,00 3 0,05
Ev. saulensis 0 1 1 0,02 0 1 1 0,02 2 0,03
Ps. paraensis 0 2 2 0,03 0 0 0 0,00 2 0,03
Ty. dunhami 1 0 1 0,02 1 0 1 0,02 2 0,03
Ev. bourrouli 0 0 0 0,00 1 0 1 0,02 1 0,02
Ev. sp. 0 1 1 0,02 0 0 0 0,00 1 0,02
Lu. sp. 0 1 1 0,02 0 0 0 0,00 1 0,02
Mi. pilosa 0 1 1 0,02 0 0 0 0,00 1 0,02
Mi. rorotaensis 1 0 1 0,02 0 0 0 0,00 1 0,02
Th. auraensis 0 0 0 0,00 1 0 1 0,02 1 0,02
Ty. longispina 1 0 1 0,02 0 0 0 0,00 1 0,02
Total 2773 2655 5428 94,96 95 193 288 5,04 5716 100
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Quanto aos ambientes, foi observado na terra firme uma maior riqueza e

abundancia de flebotomineos em relacdo ao ambiente de varzea. A figura 7 mostra a

curva de abundancia de espécies baseada no critério AIC indicando que o método Zipf

foi o melhor para representar a abundancia e equitabilidade das espécies do ambiente

terra firme. Foi encontrado na terra firme um total de 42 espécies em 5.428 individuos,

sendo as espécies mais abundantes Th. ubiquitalis com 3.312 individuos, seguida por

Ny. antunesi e Ny. yuilli yuilli com 526 e 259 individuos respectivamente. No ambiente

de varzea o método Zipf-Mandelbrot foi o que melhor representou a abundancia e

equitabilidade; nesse ambiente foram encontradas 23 espécies e 288 individuos e as

espécies mais abundantes foram Ny. antunesi com 135 individuos, seguida por Ev.

walkeri e Th. ubigiuitalis com 87 e 18 individuos respectivamente.
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Figura 7. Curva de abundancia de flebotomineos em ambiente de terra firme e de varzea, coletados nos
meses de Janeiro, Fevereiro, Abril, Agosto, Setembro e Outubro de 2013, no municipio de Tefé,

Amazonas.
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Do total de espécies coletadas a andlise de IndVal identificou cinco espécies
com potenciais valores de bioindicacdo, sendo Th. ubiquitalis a espécie que apresentou
maior fidelidade e especificidade com o ambiente de terra firme apresentando um valor
de indicacdo superior a 90%. J4 para a varzea apenas Ev. walkeri foi identificada como
potencial bioindicador, embora seu valor de indicacao calculado tenha ficado abaixo de

40% (Tabela 3).

Tabela 3. Valor individual de indicag¢do (IndVal) de flebotomineos nos ambientes de terra firme e varzea
nos meses de Janeiro, Fevereiro, Abril, Agosto, Setembro e Outubro de 2013, no municipio de Tefé,
Amazonas.

Espécie Ambiente IndVal(%) P Frequéncia
Th. ubiquitalis Terra Firme 90,33 0,001 82
Ps. davisi Terra Firme 48,97 0,001 40
Ny. yuilli yuilli Terra Firme 48,74 0,001 40
Th. melloi Terra Firme 44,30 0,001 35
Ev. walkeri Varzea 35,71 0,01 53

A comparacio das riquezas entre os ambientes e entre 0s ecotopos mostrou que
o ambiente de terra firme foi o mais rico em relagdo ao ambiente de varzea (ANOVA X2
= 11,43, p<0,001). Quando as andlises foram realizadas considerando os ecétopos,
independente do ambiente, as florestas também apresentaram uma maior riqueza de

espécies em relacdo aos peridomicilios (ANOVA y* = 3,95, p<0,04) (Figura 8).

A PERMANOVA mostrou que ocorreu diferenca significativa na composicao
das espécies de flebotomineos entre os ambientes de terra firme e varzea
(PERMANOVA pseudo-F=24,72, p<0,001), fato que também ocorreu quando

considerado os ecétopos (floresta e peridomicilio) e a interacao entre esses dois fatores
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(Ambiente e ec6topo), embora a média de quadrados tenha indicado que o ambiente € o

fator mais importante na defini¢do de composi¢do de espécies (Tabela 4).
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Figura 8. Riqueza de flebotomineos nos ecétopos de floresta e peridomicilio dos ambientes de terra firme
(TF) e varzea, no municipio de Tefé, Amazonas.

Tabela 4. Riqueza de flebotomineos nos ecétopos de floresta e peridomicilio dos ambientes de terra firme
(TF) e varzea, no municipio de Tefé, Amazonas.

Fonte gl SQ MQ F P
Ambiente 1 6,80 6,80 24,72 0.0002
Ecétopo 1 1,90 1,90 6,90 0.0002
Periodo 5 1,68 0,33 1,22 0.1630
Ambiente*Ecétopo 1 1,21 1,21 4,42 0.0002
Ambiente*Periodo 5 1,48 0,29 1,07 0.3570
Ecétopo*Periodo 5 2,08 0,41 1,51 0.0238
Ambiente*Ecotopo*Periodo 4 1,23 0,30 1,12 0.2712
Residuais 104 28,61 0,27

Total 126 45,02

Grau de Liberdade (g.l.), Soma dos quadrados (SQ), Média dos quadrados (MQ), Valor de teste (F),

valores em negrito indicam diferenca significativa.
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No geral a abundancia e o nimero de espécies foi maior do ecétopo de floresta
com 43 espécies em 4.952 individuos (86,64%) em relacdo ao peridomicilio com 28
espécies em 764 individuos (13,36%). Em relagdo aos ecotopos nos diferentes
ambientes foram observados os seguintes resultados: na terra firme no ecétopo de
floresta foi capturado maior nimero de individuos e de espécies (4.689 individuos —
82,03%, 39 espécies) em relacdo ao peridomicilio (739 individuos - 12,93%, 27
espécies). As espécies mais abundantes na floresta foram Th. ubiquitalis, Ny. yuilli yuilli
e Ny. antunesi com 2.984, 249, 248 individuos respectivamente e no peridomicilio as
mais abundantes foram Th. ubiquitalis (328 individuos), Ny. antunesi (278 individuos) e
Ev. walkeri (38 individuos). O nimero de machos foi maior que o de fémeas no ecétopo
de floresta (2.282 fémeas e 2.407 machos), enquanto no peridomicilio ocorreu o
contrario (373 fémeas e 366 machos) (Tabela 5). No ambiente de varzea (Tabela 6), o
ecotopo de floresta também foi encontrado um maior nimero de flebotomineos e de
espécies (263 individuos — 4,60%, 21 espécies) em relacdo ao peridomicilio (25
individuos — 0,44%, 4 espécies). Ny. antunesi, Ev. walkeri e Th. ubiquitalis foram as
espécies mais abundantes em ambos ecétopos. O nimero de fémeas nos dois ecétopos
também foi maior que o de machos tanto na floresta (176 fémeas e 87 machos), quanto

no peridomicilio (17 fémeas 8 machos) (Tabela 6).
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Tabela 5. Abundancia de flebotomineos nos ecétopos de floresta e peridomicilio no ambiente de terra firme, municipio de Tefé, Amazonas.

Floresta

Peridomicilio

Espécie Z o z 0 Total %
Trichophoromyia ubiquitalis 1827 1157 257 71 3312 61,02
Nyssomyia antunesi 62 186 46 232 526 9,69
Ny. yuilli yuilli 0 249 0 10 259 4,77
Psychodopygus davisi 127 76 2 2 207 3,81
Th. sp. 0 183 0 15 198 3,65
Th. melloi 123 0 23 0 146 2,69
Evandromyia walkeri 9 27 27 11 74 1,36
Ps. amazonensis 45 20 1 0 66 1,22
Sciopemyia sordellii 5 48 1 9 63 1,16
Ps. hirsutus hirsutus 0 55 0 1 56 1,03
Ps. ayrozai 14 33 0 3 50 0,92
Th. flochi 44 0 1 0 45 0,83
Psathyromyia dendrophyla 36 4 1 0 41 0,76
Ps. claustrei 10 25 1 0 36 0,66
Lutzomyia marinkellei 0 33 0 2 35 0,64
Viannamyia tuberculata 0 34 0 0 34 0,63
Lu. falcata 0 31 0 1 32 0,59
Pa. scaffi 9 16 2 2 29 0,53
Sc. preclara 14 12 0 0 26 0,48
Ev. begonae 0 24 0 2 26 0,48
Pa. aragaoi 12 7 0 0 19 0,35
Trichopygomyia rondonienses 18 0 0 0 18 0,33
Ps. sp. 0 16 0 0 16 0,29
Ev. tarapacaensis 2 4 1 6 13 0,24
Ny. umbratilis 6 5 0 0 11 0,20
Ty. sp. 0 9 0 1 10 0,18

Continua...
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Espécie - Florestz;2 - Perldomlcﬂlo9 Total %
Pa. runoides 0 7 1 2 10 0,18
Ny. anduzei 7 1 0 1 9 0,17
Pa. shannoni 7 1 0 0 8 0,15
Vi. furcata 7 0 1 0 8 0,15
Pa. souzacastroi 6 0 1 0 7 0,13
Lu. sherlocki 0 5 0 0 5 0,09
Vi. caprina 1 3 0 0 4 0,07
Micropygomyia chassignetti 4 0 0 0 4 0,07
Ty. wagleyi 4 0 0 0 4 0,07
Pintomyia serrana 1 0 0 1 2 0,04
Ps. llanosmartinsi 3 0 0 0 3 0,06
Pa. lutziana 0 2 0 1 3 0,06
Pa. sp. 0 3 0 0 3 0,06
Ps. paraensis 0 2 0 0 2 0,04
Pa. campbelli 1 0 0 0 1 0,02
Ev. saulensis 0 1 0 0 1 0,02
Ty. dunhami 1 0 0 0 1 0,02
Ev. sp. 0 1 0 0 1 0,02
Lu. sp. 0 1 0 0 1 0,02
Mi. pilosa 0 1 0 0 1 0,02
Mi. rorotaensis 1 0 0 0 1 0,02
Ty. longispina 1 0 0 0 1 0,02
Total 2407 2282 366 373 5428 100
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Tabela 6. Abundancia dos Flebotomineos nos ecétopos de floresta e peridomicilio no ambiente de Varzea, municipio de Tefé, Amazonas.

L. Floresta Peridomicilio
Espécie I o g o Total /)
Nyssomyia antunesi 43 79 3 10 135 46,88
Evandromyia walkeri 11 67 2 7 87 30,21
Trichophoromyia ubiquitalis 9 6 3 0 18 6,25
Psathyromyia scaffi 5 1 0 0 6 2,08
Pintomyia serrana 4 2 0 0 6 2,08
Pa. souzacastroi 5 0 0 0 5 1,74
Th. sp. 0 4 0 0 4 1,39
Micropygomyia micropyga 1 2 0 0 3 1,04
Ny. yuilli yuilli 0 2 0 0 2 0,69
Psychodopygus amazonensis 2 0 0 0 2 0,69
Viannamyia tuberculata 0 2 0 0 2 0,69
Ps. sp. 0 2 0 0 2 0,69
Ny. anduzei 1 1 0 0 2 0,69
Pa. shannoni 2 0 0 0 2 0,69
Pa. campbelli 0 2 0 0 2 0,69
Ps. davisi 1 0 0 0 1 0,35
Pa. dendrophyla 0 1 0 0 1 0,35
Sciopemyia preclara 0 1 0 0 1 0,35
Pa. aragaoi 0 1 0 0 1 0,35
Ty. sp. 0 1 0 0 1 0,35
Vi. caprina 0 1 0 0 1 0,35
Ev. saulensis 0 1 0 0 1 0,35
Ty. dunhami 1 0 0 0 1 0,35
Ev. bourrouli 1 0 0 0 1 0,35
Th. auraensis 1 0 0 0 1 0,35
Total 87 176 8 17 288 100




Na figura 9 € representada a abundancia de flebotomineos durante os meses de
coletas. Na terra firme a abundancia de flebotomineos foi relativamente igual, sendo o
més de Abril que apresentou maior abundancia (1.191 individuos) e Outubro de menor
abundancia (476 individuos). Na vérzea foi registrado maior nimero de flebotomineos

capturados no més de Fevereiro (90 individuos) e o menor em Abril (11 individuos).
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Figura 9. Abundincia de flebotomineos nos meses de Janeiro, Fevereiro e Abril, Agosto, Setembro e
Outubro de 2013, municipio de Tefé, Amazonas.

5.2 Infeccao Natural de Flebotomineos por Leishmania spp.

Um total de 1.679 fémeas (29,37%) foi agrupado em 95 pools. Deste total, 92
pools pertenceram ao ambiente de terra firme e trés ao ambiente de véarzea (Tabela 7).
Na terra firme 78 pools foram provenientes do ecotopo de floresta e 12 pertenciam ao
peridomicilio. Na varzea todos os pools foram provenientes do ec6topo de floresta. O
maior ndmero de pools (60) foram da espécies Th. ubiquitalis, e os demais

corresponderam a Ny. antunesi, Ny. umbratilis, Ny yuilli yuilli, Ps. ayrozai e Ps. davisi.
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Tabela 7. Numero de pools com suas respectivas espécies, separadas por ambiente e ecétopos, no

municipio de Tefé, Amazonas.

Terra firme

Varzea

Espécies Total %
F P F+P F
Th ubiquitalis 57 3 - - 60 63,2
Ny. antunesi 6 9 - 3 18 18,9
Ny. yuilli yuilli 8 - - - 8 8,4
Ps. davisi 4 - - - 4 4,2
Ps. ayrozai 2 - 2 - 4 4,2
Ny. umbratilis 1 - - - 1 1,1
Total 78 12 2 3 95 100

Floresta (F), Peridomicilio (P), Floresta com Peridomicilio (F+P).

Ao utilizar os primers para a regiao do kDNA (120 pb), 14/95 pools de

flebotomineos testados foram positivos para a presenca de Leishmania spp., sendo 10

pools correspondendo a espécie Th. ubiquitalis e 4 pools a Ps. davisi (Figura 10). A taxa

minima de infeccdo (TM) foi de 0,83% (14/1.679 fémeas analisadas). Considerando

individualmente cada espécie, foi observado para Th. ubiquitalis uma TM de 0,87%

(10/1.138 fémeas analisadas) e para Ps. davisi

analisadas).

uma TM de 6,25% (4/64 fémeas
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Figura 10. Gel de agarose 2% corado com GelRed, mostrando produtos amplificados pela PCR kDNA
com amostras de DNA extraidas de fémeas de flebotomineos (Tefé, AM) Canaletas: 1: controle negativo
(Agua ultrapura - H20 Milli-Q); 2 a 4: Thichophoromyia ubiquitalis; 5 a 6: Psychodopygus davisi; T a
13: Thrichophoromyia ubiquitalis; 14 15: Psychodopygus davisi; 16: controle positivo de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, 17: peso molecular de 100pb (Invitrogen).

Na PCR dirigida para o alvo hsp70 dos 14 pools positivos para a regido do
kDNA, sete amostras amplificaram. Todos os pools positivos foram da espécie Th.

ubiquitalis (Figura 11).
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Figura 11. Gel de agarose 2% corado com GelRed, mostrando produtos amplificados pela hsp70 com
amostras de DNA extraidas de fémeas de flebotomineos (Tefé, AM) Canaletas: 1: controle negativo (dgua
ultrapura Milli-Q); 2 a 4: Trichophoromyia ubiquitalis; 5 a 6: Psychodopygus davisi; 7 a 13:
Trichophoromyia ubiquitalis; 14 e 15: Psychodopygus davisi; 16: controle positivo de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, 17: peso molecular de 100pb (Invitrogen).
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Ao aplicar as amostras na digestdo por enzimas, como ilustrado na Figura 12, foi
observado que todas as amostras de Th. ubiquitalis digeridas pela enzima Haelll
alinharam no fragmento para as espécies L. (V.) lainsoni e L (V.) shawi. E quando
digeridas pela enzima BstUI duas amostras foram mais evidentes (canaleta 15 e 17) e
seguiram o padrdo para o fragmento da espécie L. (V.) naiffi. As outras amostras ndo

apresentaram nenhum padrao.

Enzima Haelll Enzima BsfU1

1 2 3 4 5 67 8 9 10M 121314 15 16 1718 1920 21 22 M

Figura 12. Gel de poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata, mostrando os perfis de restricdo
obtidos pela técnica de PCR-RFLP utilizando as enzimas Haelll e BstUI nas amostras de fémeas de
Thichophoromyia ubiquitalis capturadas no ambiente de terra firme, e cétopo floresta, no municipio de
Tefé, Amazonas. Canaletas: 1 e 12 = pool 65;2 e 13 =pool 4; 3 e 14 =pool 24;4 e 15 =pool 70; Se 16 =
pool 72; 6 e 17 = pool 77; 7 e 18 = controle positivo de Leishmania (Viannia) lainsoni; 8 e 19 = controle
positivo de Leishmania (Viannia) shawi; 9 e 20 = controle positivo de Leishmania (Viannia) naiffi; 10 e
21 = controle positivo de Leishmania (Leishmania) amazonensis; 22 = controle negativo (Agua ultrapura
- H,O Milli-Q); M = Peso molecular 100 pb (Invitrogen).

O sequenciamento confirmou a espécie L. (V.) laisoni obtido inicialmente na

(RFL-PCR). A similaridade das sequéncias entre as amostras positivas para o hsp70
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(pool 70_hsp70 e pool 72_hsp70) com as amostras depositadas no GenBank foi de 99%

e menos de 1% de divergéncia (Figura 13).

9112890662261gb|GU0T1176.11 GTACGAGCAGGCCGACAAGATGCAGCGCGAGCGCOTGGAGGCCARGAACGCTCIGGAGAA
pool70_hsp70 ---GCAGCGCGAGCGCGTGGAGGCGAAGAACGCTCTGGAGAA
pool72_hsp70 @@= emmmmeee—- ~GGCCGACAGANGCAGCGCGAGCGCGTGGAGGCGARGAACGCTCTGGAGAR
BRRAAR AR IR AR AR RN R AR AR AR R AR R AN AR AR h
gi12890662261gb|IGU0T71176.11 CTACGCGTACTCGATGAAGAACACGACCTCCGACTCGARCGTGTCCGGCAAGCTGGAGGA
pool70_hsp70 CTACGCGTACTCGATGAAGARCACGANCTCCGACTCGARCGTGTCCGGCARGCTGGAGGA
pool72_hsp70 CTACGCGTACTCGATGAAGAACACGACCTCCGACTCGARCGTGTCCGGCARGCTGGAGGA
FRRRARE AR AR R ARRR R AR AR BRI AN AR R AR AR RS R R AR R AR RN R R RN e
gi1289066226|gb|GUO71176.11 GAGCGACARGGCCACGCTGAACTCGGCGATCGACACGGCGCTGGAGTGGCTGAACARCAR
pool70_hsp70 GAGCGACARGGCCNCGCTGARCTCGGCGATCGACGCGGCGCTGGRGTIGGCTGRACARCAR
pool72_hsp70 GAGCGACARGGCCACGCTGARCTCGECCATCGACCCGGCGCTGGAGTGGCTGAACAACAA
WRRRRARRRRRAR RRRA RN AR R AR AR AR AR AR AR AR AR R R RN h
9i1289066226|gbIGU071176.11 CCAGGAGGCGTCGAAGGARGAGTACGAG
pool70_hsp70 CCAGGAGGCGICGAAGGA==========
pool72_hsp70 CCAGGAGGCGTCGAAGGA==========
WRRRRA R AR AR R

Figura 13. Sequéncias obtidas no sequenciamento das amostras pool70_hsp70 e pool72_hsp70 alinhadas
com a sequéncia de referencia para espécie Leishmania (Viannia) lainsoni depositada no GenBank
(GUO071176.1).
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6 DISCUSSAO

A fauna de flebotomineos do estado do Amazonas corresponde a
aproximadamente 50% das espécies registradas no Brasil. No municipio de Tefé
encontramos 46 espécies, esse total corresponde a 34,5% da fauna do Amazonas,
indicando uma fauna rica e diversificada, principalmente quando comparado com
trabalhos em outras regides do estado: Dias-Lima et al. (2002) e Silva e Castellén
(2010) que encontraram 38 e 48 espécies no municipio de Manaus. Fé ef al. (1998)
coletaram 35 espécies no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira. Silva et al. (2007)
capturaram 43 espécies no municipio de Manacapuru. E no médio Solimdes Barrett et
al. (1996) registraram 52 espécies no municipio de Tefé e Castellon et al. (2000)

encontraram 50 espécies no municipio de Coari.

A quantidade de machos nesse trabalho foi ligeiramente maior que a de fémeas.
Diferentemente de outros trabalhos que encontraram uma diferenca expressiva entre o
nimero de machos e fémeas coletados, como Pessoa ef al. (2007) que obtiveram a
propor¢ao de machos superior a de fémeas no municipio de Itacoatiara, Amazonas.
Oliveira et al. (2007) no municipio de Trés Lagoas, no Mato Grosso do Sul, também
registraram uma maior quantidade de machos em comparacdo as fémeas.
Provavelmente, isso ocorra pelo fato dos machos emergirem antes das fémeas, e
também pelo comportamento dos flebotomineos formarem agregados visando garantir a
copula com as fémeas, atraindo assim uma grande quantidade de machos e estes sendo

capturados com mais facilidade pelas armadilhas (Dye ef al. 1991; Galati et al. 1997).

As curvas de abundancia de espécies vem sendo uma ferramenta utilizada com o
intuito de explicar padrdes de abundancia e equitabilidade (Verberk et al. 2010, Verberk

2012). Na curva de abundancia a quantidade de espécies no ambiente de terra firme (43)
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foi superior ao ambiente de véarzea (23). Rebélo e Oliveira-Pereira (2001) obtiveram o
mesmo padrdo na distribui¢do dos flebotomineos no municipio de Paragominas, estado
do Pard, sendo que o ambiente de terra firme representou 79% da fauna coletada e o
ambiente de varzea com 21%. Padrdo similar foi observado para a fauna de culicideos
no estado do Amazonas nos ambientes de terra firme e varzea (Hutchings et al. 2002;
Hutchings et al. 2004). Trindade e Gorayeb (2010) encontraram uma fauna
diversificada ceratopogonideos do género Culicoides em ambientes de virzea na

Amazonia oriental.

Apesar da riqueza ter sido alta em ambos ambientes a equitabilidade foi baixa,
visto que poucas espécies foram dominantes. No ambiente de terra firme foi observado
que a abundancia (Figura 7) apresentou uma grande inclina¢do no inicio da curva
devido a dominancia de Th. ubiquitalis, Ny. antunesi e Ny. yuilli yuilli, e no ambiente
de vdarzea pela dominancia de Ny. antunesi e Ev. walkeri. Outros trabalhos
demonstraram este perfil em que a fauna de flebotomineos é composta por poucas
espécies dominantes e um grande nimero de espécies com poucos individuos. Na regiao
do rio Solimdes Silva et al. (2007) encontraram 43 espécies, onde 64% dos
flebotomineos capturados pertenceram as espécies Ny. anduzei, Ps. davisi, Ny.
umbratilis e Ty. longispina; Barrett et al. (1996) encontraram 50% da abundancia entre
as trés primeiras espécies Th. ubiquitalis, Ny. richardwardi, Ny. yuilli e Castellon et al.
(2000) coletaram 54% dos flebotomineos das espécies Ps. chagasi, P. davisi e Ps.
ayrozai e Th. ubiquitalis. No municipio de Manaus, Cabanillas e Castellén (1999)
observaram que 85% da fauna corresponderam a Ny. umbratilis. Dias-Lima et al. (2002)

obtiveram 55% da fauna representados por Ny. umbratilis, Ny. anduzei, Ps. davisi e Mi.

rorotaensis. Pessoa et al. (2007) coletaram aproximadamente 80% da fauna composta
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por Ny. umbratilis. Silva et al. (2010) capturaram em ambiente de floresta de
Campinarana, Manaus, Amazonas, 814 flebotomineos em 26 espécies e verificaram que
Bi. flaviscutellata, Ev. georgii e Bi. olmeca nociva somaram 85% da fauna; Rocha et al.
(2013) assinalaram 41 espécies distribuidas em mais de 4 mil individuos, e 70% da
fauna corresponderam as espécies Ny. umbratilis, anduzei, Ps. claustrei e Mi.

rorotanesis.

Nesse estudo Th. ubiquitalis foi a espécie mais abundante corroborando com
Barrett et al. (1996) na mesma regido, e com o estudo realizado por Castellén et al.
(2000) nas florestas do gasoduto de Coari, onde registraram essa espécie como uma das
mais representativas no médio Solimdes. Resultados semelhantes também foram
observados em outras regides do Amazonas por Alves et al. (2012) que assinalaram Th.
ubiquitalis como a principal espécie em coletas feitas nos municipios de Borba e
Maués. Diferentemente, em Manaus e alguns municipios vizinhos, Ny. umbratilis vem
sendo apontada como espécie mais abundante (Arias e Freitas 1982; Dias Lima et al.

2002; Feitosa e Castellén 2004; Silva et al. 2007).

A espécie Ny. antunesi foi a segunda mais abundante no ambiente de terra firme
e a mais abundante no ambiente de varzea. Ramos (2012) no municipio de Presidente
Figueiredo, Amazonas e Figueira et al. (2013) no municipio de Léabrea, Amazonas,
demonstraram que esta espécie tem uma afinidade por ambientes antropizados. Ny.
antunesi ja foi encontrada infectada por L. (V.) lindenbergi (Silveira et al. 2002) e
algumas espécies do género Nyssomyia ocorrem em grande abundancia em locais
antropizados (Teodoro et al. 2007; Barbosa et al. 2008; Silva e Castellon 2010). O
relato de flebotomineos em tais dreas alerta para o risco de possiveis infec¢des no

homem em ambiente peridomiciliar, citando como exemplo Ny. withmani e Ny.
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intermedia na regides Sul, Sudeste e Nordeste do pais (Queiroz et al. 1991; Queiroz et

al. 1994; Legriffon et al. 2012).

A segunda espécie mais abundante no ambiente de varzea foi Ev. walkeri. Esta
espécie também foi uma das mais abundantes registrada por Figueira et al. (2013) no
em ambiente de peridomicilio no municipio de Librea, e a principal espécie encontrada
por Pinheiro et al. (2013) em ambiente agroflorestal no municipio de Parnamirim, Rio
Grande do Norte, indicando a capacidade de adaptacdo dessa espécie as variacdes
antrépicas no ambiente. O indice de valorizacdo das espécies (IndVal) encontrado nesse

trabalho mostra que essa espécie se adapta em ambiente impactado.

Os ecotopos de floresta e peridomicilio apresentaram variagdes tanto na riqueza
como na abundancia de flebotomineos. No ecotopo de floresta foram capturadas 43
espécies enquanto no peridomicilio 28. Ramos (2012), no municipio de Presidente
Figueiredo, encontraram 44 espécies na floresta e 32 no peridomicilio. Barbosa et al.
(2008) em bairros periféricos de Manaus, coletaram 38 espécies na floresta e 11 no
peridomicilio. Algumas espécies de flebomineos coletados nesse estudo possuem
comportamento indicando fortes indicios de sinantropizacdo. As espécies Th. ubiquitalis
e Ny. antunesi ocorreram em grande abundancia tanta em floresta como em
peridomicilio; Ev. walkeri foi coletada em maior abundancia no peridomicilio, em

contrapartida Ny. yuilli yuilli foi abundante somente no ecétopo floresta.

A abundancia de flebotomineos no ambiente de terra firme foi constante durante
os meses amostrados, com excessdo do més de Outubro. Os messe iniciais de coletas
(Janeiro e Fevereiro e Abril) apresentaram grande regime de chuvas, essa observagdo
corrobora com outros trabalhos na regido amazdnica em que populagdes de

flebotomineos aumentam principalmente na época chuvosa (Rebélo e Oliveira-Pereira;
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Dias-Lima et al. 2002; Barbosa 2008). A abundincia de fleb6tomos no ambiente de
varzea também demonstrou esse padrao nos meses de Janeiro e Fevereiro, e diminuiu no
més de Abril, tal fato se deve a quantidade de chuvas aliada com a cheia do rio
Solimdes, que atingiu esse ambiente no referido més, o que tornou a vdirzea
desfavoravel para os flebotomineos (Shaw e Lainson 1972). Nos meses posteriores em
que houve a vazante a quantidade de flebotomineos aumentou novamente, isso reforca
que os flebotomineos adquirem alguma estratégia para restabelecer apds a época da

vazantenos rios (Rébelo e Oliveira-Pereira 2001).

Em relacdo a infeccdo de flebotomineos por Leishmania, obteve-se uma TM de
0,83% em 1.679 fémeas analisadas. Outros estudos tem mostrado elevados valores para
taxa de infeccdo: Michalsky et al. (2011) detectaram a presenca de DNA de L. (L.)
infantum chagasi em flebotomineos capturados no municipio de Janatiba, estado de
Minas Gerais, encontrando taxa minima de 3,9%. Mesmo valor foi encontrado por
Paiva et al. (2006) em Lu. longipalpis infectados com L. (L.) infantum chagasi e L. (L.)
amazonensis no municipio de Antonio Joao, Mato Grosso do Sul. Silva et al. (2008) no
municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, encontraram Lu. longipalpis
infectada com Leishmania spp. e taxa de infec¢do de 1,9%. O valor da TM na presente
dissertacdo foi similar aos de Oliveira Pereira et al. (2006) que verificaram a presenca
de DNA de Leishmania sp. em Ny. whitmani com taxa minima de 0,80% em Buriticupu,
Maranhao. Oliveira et al. (2011) encontraram Ny. neivai com presenca de DNA
Leishmania (Viannia) spp. e taxa de infec¢do natural de 0,23%, em Doutor Camargo,

Parana.

Até o presente momento as espécies de flebotomineos infectadas por Leishmania

no estado do Amazonas eram Bi. flaviscutellata, Bi. olmeca nociva (Arias e Naiff 1987)
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e Ny. umbratilis (Arias e Freitas 1982). A partir desse trabalho € acrescentado o registro
de infeccao natural em Th. ubiquitalis e Ps. davisi no estado do Amazonas. A espécie
Th. ubiquitalis ja foi comprovada como vetora no estado do Pard (Silveira et al. 1987,
Lainson et al. 1992). Apesar da baixa antropofilia dessa espécie pode ocasionalmente
picar o homem (Lainson et al. 1992). J4 Ps. davisi foi encontrada naturalmente

infectada por Leishmania no estado de Rondonia (Grimaldi et al. 1991; Gil et al. 2003).

As espécies de Leishmania encontradas no estado do Amazonas até o presente
trabalho eram L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi
(Arias e Freitas 1978; Arias et al. 1987, Coelho et al. 2010). As andlises dos
alinhamentos das duas sequéncias representativas desse trabalho apresentaram menos de
1% de divergéncia entre a sequéncia de referéncia do GenBank (GUO71176.1) de L.
(V.) laisoni, de amostras isolados da Bolivia e Peru (Fraga et al. 2010), confirmando a
identificacdo espécie L. (V.) lainsoni tornando este trabalho o primeiro relato desta
espécie no estado do Amazonas. Ainda ha poucas informagdes sobre esta espécie, pois
a mesma tem sido associada a poucos casos de leishmaniose, e sua distribuicdo tem
registros somente nos estados do Acre e Paré (Silveira et al. 1987, Lainson et al. 1992,
Tojal et al. 2006), e no Peru e Bolivia (Lucas et al. 1994, Martinez et al. 2001) o que

sugere que sua distribuicao ainda é subestimada.

7 CONCLUSOES

A comparacdo da fauna dos ambientes de terra firme e virzea no médio
Solimdes mostraram que boa parte da abundancia de flebotomineos esta distribuida em
poucas espécies e que a composicdo € alterada em conseqiiéncia dessa distribuicao,

resultando em uma fauna com poucas espécies com muitos individuos (espécies
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dominantes) e muitas espécies com poucos individuos (espécies raras). Esta composi¢ao
variou de acordo com os ecdtopos tendendo a ser maior na floresta, porém em
peridomicilio houveram espécies sinantropicas do género Nyssomyia que sdo vetores

em outras areas.

E se baseando na alta abundancia de Th. ubiquitalis associada com os resultados
positivos da infeccdo por L. (V.) lainsoni, provavelmente essa espécie € a principal

vetora no municipio de Tefé.
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