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RESUMO

O conhecimento da fauna de flebotomineos € importante devido a capacidade desses insetos
de transmitir os agentes etioldgicos das leishmanioses. O municipio de Caxias, no Nordeste
brasileiro, possui alta prevaléncia das doengas com registro de casos autéctones e ocorréncia
de obitos de LVA e casos de LTA. O objetivo dessa pesquisa foi verificar a fauna de
flebotomineos e detectar infeccdo natural nestes insetos por Leishmania, em duas dareas
periurbanas do municipio. Foram selecionados os bairros Pirajé e Itapecuruzinho e realizadas
coletas mensais de flebotomineos de janeiro a dezembro de 2015, com armadilhas luminosas
tipo CDC, instaladas no peridomicilio e extradomicilio. A infec¢do natural por Leishmania foi
feita pela técnica de PCR usando o gene ITS1 e a identificacdo de Leishmania ao nivel
especifico pela PCR-RFLP, usando a enzima de restricdio Haelll. As &4reas investigadas,
apresentaram elevada abundancia de flebotomineos com 16.332 exemplares capturados,
83,99% no bairro Piraja e 16,01% no Itapecuruzinho, pertencentes a 20 espécies. Nos dois
bairros predominanram as espécies Lutzomyia longipalpis (43,08%), L. whitmani (43,02%), L.
evandroi (2,92%), e L. lenti (1,11%). A frequéncia de flebotomineos foi maior no
peridomicilio, porém o niimero de espécies identificadas foi maior no extradomicilio. O més
de janeiro apresentou maior abundancia de insetos e foram encontradas correlacdes negativas
entre as densidades populacionais de flebotomineos com a umidade méxima. Foram
detectadas infec¢Oes por Leishmania amazonensis, Le. braziliensis, Le. infantum chagasi, Le.
mexicana, como também, infeccdo mista com Le. infantum/Le. braziliensis, Le. infantum/Le.
amazonensis € Le. lainsoni/Le. naiffi. As espécies L. longipalpis, L. whitmani, L.
flaviscutellata e L. intermedia, vetores comprovados de LVA ou LTA, foram encontrados
infectados com Leishmania. Verifica-se que o municipio de Caxias, MA apresenta elevada
abundancia de flebotomineos com predominancia das espécies L. longipalpis e L. whitmani,
vetores comprovados das leishmanioses. Além disso, a identificacdo de varias espécies de
leishménias causadoras de LVA e LTA e o registro de espécies com infeccOes mistas
evidencia a circulacdo de diferentes espécies de Leishmania no estado do Maranhao. Portanto,
ha necessidade de estudos de competéncia vetorial para elucidar o papel dos flebotomineos na
transmissao das Leishmania.

Palavras-chave: Flebotomineos. Leishmanioses. Vetores. Infec¢ao Natural.



ABSTRACT

Knowledge of the sandflies fauna is important because of the ability of these insects to
transmit the etiological agents of leishmaniasis. The municipality of Caxias, in northeastern
Brazil, has a high prevalence of diseases with registration of autochthonous cases and
occurrence of AVL deaths and cases of LCA. The objective of this research was to verify the
sandflies fauna and to detect natural infection in these insects by Leishmania in two periurban
areas of the municipality. The Pirajd and Itapecuruzinho neighborhoods were selected and
conducted monthly collections of sandflies from January to December 2015, with CDC light
traps, installed in peridomicile and extradomicile. The natural infection by Leishmania was
made by PCR using the ITS1 gene and identification of Leishmania at the specific level by
PCR-RFLP using the restriction enzyme Haelll. The areas investigated showed high
abundance of sandflies with 16,332 specimens captured, 83,99% in Pirajad neighborhood and
16.01% in Itapecuruzinho, belonging to 20 species. In the two neighborhoods prevailed the
species Lutzomyia longipalpis (43.08%), L. whitmani (43.02%), L. evandroi (2.92%), and L.
lenti (1.11%). The frequency of sandflies was higher in the peridomicile, but the number of
species identified was higher in the extradomicile. The month of January showed a higher
abundance of insects and were found negative correlations between population densities of
sandflies with maximum humidity. Infections were detected by Leishmania amazonensis, Le.
braziliensis, Le. infantum chagasi, Le. mexicana, as well as, mixed infection with Le.
infantum/Le. braziliensis, Le. infantum/Le. amazonensis and Le. lainsoni/Le. naiffi. The
species L. longipalpis, L. whitmani, L. flaviscutellata and L. intermedia, proven vectors of
AVL or ACL were found infected with Leishmania. 1t is checked that the municipality of
Caxias, MA has a high abundance of sandflies prevailing the species L. longipalpis and L.
whitmani, proven vectors of leishmaniasis. In addition, the identification of various species of
Leishmania causing LVA and LCA and registration of species with mixed infections shows
the movement of different species of Leishmania in the state of Maranhdo. So there it is
necessary studies vector competence to elucidate the role of sandflies in the transmission of
Leishmania.

Keywords: Sandflies. Leishmaniasis. Vectors. Natural Infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais dos flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae distribuida em seis géneros: Phlebotomus Rondani & Berté, 1840;
Sergentomyia Franca & Parrot, 1920 e Chinius Leng, 1987, encontrados no Velho Mundo e
Lutzomyia Franca, 1964; Brumptomyia Franga & Parrot, 1921 e Warileyia Hertig, 1940
encontados no Novo Mundo. Esses insetos sio amplamente distribuidos pelos diversos
continentes do mundo, exceto nas regides frias (LEWIS, 1982; YOUNG; DUNCAN, 1994).

Os insetos adultos s@o pequenos de dois a cinco milimetros de comprimento, de
cor palha ou castanho claro. Uma caracteristica marcante para reconhecé-los € a posi¢ao de
suas asas, que quando em repouso ficam semieretas e entreabertas. Sdo conhecidos,
especialmente no Brasil, por diversos nomes populares como, anjinho, cangalhinha, mosquito
palha, birigui, fleboti, asa dura, asa branca, tatuquira, cangalha, ligeirinho, péla-égua,
arrupiado, arrepiado, entre outros (WILLIAMS, 1993; CAMARGO; ALEXANDER, 1999;
BARCINSKI, 2003; DIAS, 2011).

Os flebotomineos sdo insetos holometdbolos e o ciclo de vida compreende as
fases de ovo, larva (que apresentam quatro estadios), pupa e adulto. Os ovos possuem forma
ovoide ou elipsoide (FORATTINI, 1973; DIAS, 2011). As larvas desenvolvem-se e
alimentam-se de matéria organica depositada no solo, sdo pequenas (<12mm), claras,
vermiformes, com cdpsula cefédlica escura e esclerotinizada. Apds a eclosdo, as larvas de
primeiro estddio alimentam-se de matéria organica em decomposi¢do. Estas podem ser
encontradas no solo, em tocas de animais, em folhas mortas, e em outros micro-habitats
umidos (HANSON, 1961; YOUNG; DUNCAN, 1994; TESH; GUZMAN, 1996).

Antes de se transformarem em pupas, cerca de um ou dois dias, as larvas de 4°
instar deixam de se alimentar e procuram algum suporte sélido que serve de substrato para a
fixacdo da pupa. A pupa permanece ligada a um substrato, como uma folha morta, pedra ou
outro objeto. A fase de repouso dura de sete a 12 dias e os machos, habitualmente, emergem
antes das fémeas (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Fémeas e machos possuem dimorfismo sexual evidente, como o tamanho da
probdscide que geralmente € maior na fémea e adaptada para picar e sugar. Os ultimos
segmentos abdominais no macho, constituiem-se de apéndices bem desenvolvidos e com
genitdlia externa, enquanto na fémea sdo mais discretos e com formato arredondado e

genitdlia interiorizada. Também apresentam diferencas no comportamento alimentar, pois a
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hematofagia é exclusiva da fémea, sendo o sangue o alimento importante para maturacdo dos
ovos. Porém, tanto o macho como a fémea precisam de carboidratos (agicares de plantas)
como fonte de energia para exercerem suas atividades de voo, acasalamento, postura e
garantirem sua sobrevivéncia (BRAZIL; BRAZIL, 2003). A atividade hematofdgica é mais
intensa no periodo noturno, porém, podem exercé-la durante o dia principalmente em
ambientes com pouca luminosidade como cavernas e dreas florestais (GOMES et al. 1989;

GALATTI et al. 2006) (Figura 1).

Figura 1. Flebotomineos adulto. (A) macho com apéndices
bem ornamentados nos ultimos seguimentos abdominais;
(B) fémea com ultimos seguimentos mais discretos
conferindo um aspecto arredondado.

Fonte: Fotos de SILVA, R. C. R, 2015.

A distribuicdo geogréifica da fauna flebotominica € influenciada por diversos
fatores, como barreiras fisicas, precipitacdo pluviométrica, vegetacdo, luminosidade e
abundancia de hospedeiros vertebrados (ARIAS et al. 1985).

Existem cerca de 900 espécies de flebotomineos descritas no mundo,
aproximadamente 510 sdo encontradas no Novo Mundo e 375 no Velho Mundo, com mais de
100 espécies suspeitas de agirem como vetores de Leishmania sp., mas pouco menos de 50
sdo realmente vetores comprovados (LAINSON; RANGEL, 2005). No Brasil, sdo conhecidas
mais de 260 espécies, distribuidas em todas as regides geograficas, principalmente nas regioes
da bacia amazdnica e no nordeste brasileiro, onde predominam a maior ocorréncia de

flebotomineos (SHIMABUKURO; GALATI, 2011; SILVA et al. 2015b).
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No estado do Maranhdo, Rebélo et al. (2010b), identificaram 91 espécies de
flebotomineos desde a porcao nordeste até o extremo sudoeste do estado do Maranhio. Silva
et al. (2015a) e Guimaraes-e-Silva et al. (2012), identificaram 11 espécies de flebotomineos
nos municipios de Cod6 e Caxias, localizado no interior do Maranhdo, respectivamente,

ambos tendo o Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) como a espécie mais abundante.

1.2 Importancia vetorial dos flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos bastante estudados, pois sdo importantes na
transmissdo de agentes causadores de doencas como bartoneloses, arboviroses e tem um papel
importante na transmissao das leishmanioses a espécie humana e a varios outros vertebrados.
No continente Americano essas doengas sao nomeadas de Leishmaniose Visceral Americana
(LVA) e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), (SHERLOCK, 2005; PESSOA et al.
2007).

As leishmanioses sdo transmitidas entre animais silvestres e domésticos ou de
animais domésticos para 0 homem por meio da picada de insetos f€meas de flebotomineos
(BARRETO, 1955; VIANNA-MARTINS; WILLIAMS, 1978). A capacidade de um
flebotomineo atuar como um vetor é determinada pelo sucesso do parasito no interior do tubo
digestivo do inseto, que depende de sua habilidade em superar as barreiras existentes no
intestino médio do flebotomineo, tais como, resistir a acdo de enzimas digestivas, sua
capacidade em atravessar a matriz peritrofica, assim como de adesdo as células epiteliais do
intestino médio. Por outro lado, o desempenho de determinadas espécies de flebotomineos em
relac@o a sua incriminacdo como vetor, implica ndo apenas na sua habilidade de completar a
metaciclogénese do parasito, mas também de ser capaz de realizar a sua transmissao
(KILLICK-KENDRICK, 1990).

No Brasil, o estudo de flebotomineos como vetores comecou em 1934, quando
Henrique Penna observou que havia um foco de LVA no Nordeste, particularmente no estado
do Ceara. Naquela época, Evandro Chagas, que estudava a LVA nos estados de Sergipe, Para
e Ceard, também fez uma observacdo importante, que o inseto hematéfago mais
frequentemente encontrado, em 4reas intradomiciliares e peridomiciliares, era L. longipalpis.
Desde entdo, a presencga desta espécie tem sido associada a casos de LVA em uma extensa
area das Américas, que vai do México a Argentina (LAINSON; RANGEL, 2005;
NASCIMENTO et al. 2007).

Com rela¢do a LVA no Brasil, até o momento, duas espécies de Lutzomyia estao

relacionadas com a transmissdao da doenga, L. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) e L. cruzi
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(Mangabeira, 1938), que apresenta estreito grau de parentesco, ambos antropofilica, presentes
em ambientes domiciliares e transmissoras da forma visceral de leishmaniose, causada pela
Le. infantum. A distribuic@o geografica de L. longipalpis € ampla e parece estar em expansao,
sendo encontrada em quatro regides geograficas: Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste.
Quanto a L. cruzi, esta foi incriminada como vetora no estado do Mato Grosso do Sul, onde a
L. longipalpis é ausente (GALATI et al. 1997; SANTOS et al. 1998; PITA-PEREIRA et al.
2008; ALMEIDA et al. 2010a; BRASIL, 2014).

Ja as principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA no Brasil sdo: L.
flaviscutellata (Mangabeira, 1942), de habitos noturnos e transmissora da Le. amazonenses
(Root, 1934); L. whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), L. intermedia (Lutz & Neiva, 1912),
L. wellcomei (Fraiha, Shaw & Lainson, 1971), L. pessoai (Coutinho & Barretto, 1940) e L.
migonei (Francga, 1920), bastante antropofilicas, de hédbitos diuturnos e transmissoras da Le.
braziliensis; L. umbratilis (Ward & Fraiha, 1977), transmissora da Le. guyanensis
(CAMARGO; BARCINSKI, 2003; BRASIL, 2010).

Estas espécies de flebotomineos foram definidas como vetoras por atenderem aos
critérios que atribuem a uma espécie a competéncia vetorial, que esta disponivel no (Anexo F)
do Manual de vigilancia da LTA, Brasil (2010). A figura 2 apresenta a distribui¢io geografica

das espécies de flebotomineos consideradas vetoras de LTA no Brasil.
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Figura 2. Distribuicdo das principais espécies de flebotomineos
vetoras da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil.

@ L. intermedia
+ L. whitmani
@ L. flaviscutellata
@ L. wellcomei

® L. umbratilis

® L. migonei

Fonte: BRASIL, 2010.

Essas espécies sdo conhecidas por preferir viver em florestas, bosques e areas de
rochas calcdrias secundérias, seu potencial de adaptacdo a qualquer ambiente pode trazer
esses vetores para perto de habitacdes e pode facilitar a transmissdao de leishmanioses (DIAS
et al. 2007). Assim, o padrao endémico silvestre foi substituido pela propagacdo da doenca
associada com ambientais modificados, ocupa¢do humana desordenada e condi¢des de vida
precarias. Isso reduz o espago ecoldgico dos vetores e facilita as epidemias (MONTEIRO et

al. 2005; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

1.3 Leishmanioses e epidemiologia

Segundo Souza (2010), as leishmanioses foram incluidas no conceito de “doenga
negligenciada”, porque os investimentos na drea farmacéutica para o tratamento da doenca
ainda sdo escassos. Essas doengas sdo endémicas, e na maioria das vezes acometem
populacdes de baixa renda que vivem, sobretudo, em paises em desenvolvimento na Africa,
Asia e nas Américas, sem condicdes de arcar com os custos do tratamento, tornando a
situacdo ainda pior, devido ao descaso com essa situacdo (YAMEY; TORREELE, 2002).

O agente etiologico das leishmanioses sdo protozodrios flagelados pertencentes a

ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (CARDOSO;
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CABRAL, 1998; MARSELLA; GOPEGUI, 1998). As diversas espécies do género
Leishmania sdo parasitas heteréxenos, pois necessitam de dois hospedeiros para completar o
ciclo de vida, um vertebrado (canideos, roedores, outros mamiferos e seres humanos) e outro
invertebrado pertencentes ao género Phlebotomus no Velho Mundo e do género Lutzomyia no
Novo Mundo (VASSILIOS, 1993; GRIMALDI JR; TESH, 1993).

As leishmanioses sdo zoonoses, isto €, doencas infecciosas propagadas entre
animais das quais o homem nio é um hospedeiro obrigatério, mas acidental. Dessa forma, as
leishmanioses t€ém um ciclo natural que nao depende do homem. Porém, ao se interferir nesse
ciclo, o homem pode adquirir a doenga. Por isto, as leishmanioses sdo particularmente
frequentes entre trabalhadores e habitantes das florestas, também, entre invasores esporadicos
das florestas como pescadores, turistas e soldados (SILVEIRA et al. 2002).

Estudos mostram que a ocorréncia de leishmanioses era quase exclusivamente da
zona rural, e estd se espalhando em dreas urbanas, superando limites geograficos e tornando-
se um grave problema de saide publica (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006;
NEVES, 2009).

Sdo conhecidas em torno de vinte espécies de Leishmania no mundo, capazes de
infectar o homem e causar quadros distintos da doenca, dependendo das caracteristicas de
viruléncia da espécie, da resposta imune do hospedeiro, de fatores genéticos e da associac@o
com outras doencas (GRIMALDI et al. 1989; SCHRIEFER et al. 2005; CARVALHO;
PASSOS; JESUS, 2005).

Esses parasitos sdo transmitidos ao homem pela picada da fémea de um vetor
flebotomineo apresentando diferentes formas clinicas: desde uma ulcera cutanea, em que o
paciente pode curar-se espontaneamente, até a forma mais grave das leishmanioses, a forma
visceral, que pode levar o paciente a morte quando nao tratado (BRASIL, 2010).

Atualmente as leishmanioses ocorrem em 98 paises distribuidos em cinco dos seis
continentes e sua notificacdo € compulséria em apenas 30 deles (ALVAR et al. 2012;
BRASIL, 2014). Dados da World Health Organization - WHO (2016), indicam que 350
milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de contrair a doenga, com registro aproximado de
dois milhoes de novos casos, das diferentes formas clinicas ao ano.

A LVA € o tipo mais grave das leishmanioses, resultando em mortalidade elevada,
se nao for tratada precocemente, tem como agente etioldgico a Le. infantum (sinonimia de Le.
chagasi), que causa comprometimento de 6rgdos internos, especialmente o figado, baco e
medula dssea. Na drea urbana, o cao (Canis familiaris) € a principal fonte de infec¢do. A

enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo em cdes tem sido
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mais prevalente do que no homem. No ambiente silvestre, os reservatdrios sdo as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil,
raposas foram encontradas infectadas nas regides Norte, Nordeste e Sudeste. Os marsupiais
didelfideos foram encontrados infectados no Brasil e na Colombia (BRASIL, 2014).

Nas ultimas décadas, tem se observado uma considerdvel expansdo geogréifica da
LVA em todas as regides do Brasil, de maneira que ocorrem em praticamente todos os
estados, Alagoas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Espirito Santo, Goids, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Norte, Roraima, Sergipe, Sdo Paulo e Tocantins, sendo a média anual de
quatro mil novos casos de LVA, revelando modificacdes nos seus perfis epidemioldgicos.
Este processo vem sendo relacionado a questdes ambientais e sociais, incluindo o
desflorestamento e a urbanizacio (ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004; LAINSON;
RANGEL, 2005).

No Brasil, no periodo de 2012 a 2014 foram registrados 8.849 casos de LVA com
543 casos de oObitos, sendo 1.536 casos e zero 6bitos na Regido Norte, 5.076 casos com 325
obitos no Nordeste, 815 casos com 78 6bitos no Centro-Oeste, 1.415 casos com 140 6bitos no
Sudeste e sete (7) casos com zero 6bito na regido Sul. A regido Nordeste representa mais de
50% dos casos da doenga e 6bitos do pais, tendo como principais responsdveis os estados do
Maranhio, Ceara, Bahia e Piaui (BRASIL, 2014a,b).

No Maranhao, no periodo de 2012 a 2014 foram notificados 1.526 casos de LVA,
com 74 Obitos, representando o Estado de maior incidéncia de casos da doenca e o segundo
estado com maior nimero de 6bitos da regido Nordeste, perdendo apenas para o estado do
Ceard que notificou 95 casos de 6bitos. No municipio de Caxias foram registrados nos anos
de 2012 (21 casos e dois 6bitos), 2013 (44 casos e um O6bito), 2014 (36 casos € um 6bito) e
2015 (19 casos e zero 6bito) (BRASIL, 2014a,b; SINAN, 2015).

Quanto a LTA, € o tipo mais comum da doenca, com maior registro de casos, que
causa uma infeccdo cronica, ndo contagiosa, € acomete as estruturas da pele e as mucosas do
nariz, boca, faringe e laringe, deixando cicatrizes ao longo da vida e deficiéncia grave.
Classicamente se manifesta sob vdrias formas: a Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL),
Leishmaniose Cutaneo-Mucosa (LCM), Leishmaniose Cutanea Anérgia Difusa (LCAD) e a
Leishmaniose Cutanea Disseminada Borderline (LCDB) (FALQUETO; SESSA, 2005;
SILVEIRA et al. 2008; WHO, 2016).

A LCAD € uma doenca de dificil tratamento, que pode acarretar deformidades e

sequelas, além da parte psicoldgica do paciente que € muitas vezes afetada em virtude das
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mutilacdes e do preconceito, considerada assim um problema de saide publica (COSTA,
2005; DIAS et al. 2007; NEVES, 2005).

Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de
Leishmania causadoras de doenca humana e oito espécies descritas, somente em animais. No
entanto, no Brasil j4 foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e uma
do subgénero Leishmania. Os trés principais agentes etiologicos da LTA em humanos sdo: L.
(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi que foram identificadas nos
estados das regides Norte e Nordeste (LESSA et al. 2007; BRASIL, 2010). A figura 3
representa a distribuicao das principais espécies de Leishmania responsdveis pela transmissao

da LTA no Brasil.

Figura 3. Distribui¢do das principais espécies de Leishmania responsdveis pela
transmissdo da LTA no Brasil.

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

L. (V.) naiffi

L. (V.) shawi

L. (V.) guyanensis
L. (L.) amazonensis
L. (V.) lindenberg
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Fonte: BRASIL, 2010.

Estima-se que 0,7 milhdes a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem em todo o
mundo anualmente (WHO, 2016). No Continente Americano sdo apresentados mais de
66.000 casos, (ALVAR et al. 2012) distribuidos desde o meridional dos Estados Unidos até o
setentrional da Argentina, exceto o Uruguai e Chile (SKRABA et al. 2014). Os principais
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paises responsdveis pelos casos registrados na América Latina sdo: Brasil (26.008 casos/ano),
Colombia (17.420 casos/ano), Peru (6.405 casos/ano), Bolivia (2.647 casos/ano) e Argentina
(261 casos/ano) (ALVAR et al. 2012).

No Brasil, na década de 80, a LTA foi registrada em 19 Unidades Federativas,
quando em 2003, foi confirmada a autoctonia em todos os estados brasileiros (BRASIL,
2010). No periodo de 2012 a 2014 foram registrados 61.777 casos, sendo 28.990 na Regido
Norte, 18.603 no Nordeste, 9.078 no Centro-Oeste, 3.998 no Sudeste e 1.108 na Sul. A regido
Nordeste comporta pouco mais de 30% dos casos do pais, tendo como principais responsaveis
os estados do Maranhdo, Ceard, Bahia e Pernambuco (BRASIL, 2014c).

No Maranhao, no periodo de 2012 a 2014 foram notificados 6.354 casos de LTA,
representando o segundo estado da regido Nordeste com maior nimero de casos da doencga,
perdendo apenas para o estado da Bahia. No municipio de Caxias foram registrados nos anos
de 2012 (22 casos), 2013 (nove casos), 2014 (23 casos) e 2015 (29 casos) (BRASIL, 2014c;
SINAN, 2015).

1.3 Infeccao natural em flebotomineos por Leishmania spp.

A infeccdo de flebotomineos por Leishmania era anteriormente investigada
através da disseccdo do trato digestivo do inseto, seguido do exame microscépio direto
(SILVA; GOMES, 2001; OLIVEIRA-PEREIRA et al. 2006). A confirmagdo da espécie de
Leishmania no inseto vetor é essencial, e as diferentes espécies desse parasito apresentam
distribuicao diferencial ao longo do tubo digestivo nos vetores. Porém, os flebotomineos
podem também albergar algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum que passam por
um estdgio de promastigota indistinguivel de Leishmania, dificultando o diagnéstico
microscopio pela semelhanca (TESH; MODI, 1984; SHAW; LAINSON, 1987; RODRIGUEZ
et al. 1994; LAINSON, 2010).

Esse método cldssico de disseccdo para observacdo microscopica € laborioso e
exige experiéncia e pericia técnica do profissional. Além disso, ndo tém a sensibilidade para a
identificacio da espécie parasita (ARANSAY et al. 2000; PEREZ et al. 2007).

Outra metodologia consiste no uso de anticorpos monoclonais espécie-
especificos, em ensaios imunoenzimdticos, para a identificacdo da espécie de Leishmania
presente no vetor que permite a avaliacdo de um grande numero de exemplares (ADINI et al.
1998).

Estudos recentes, baseados em métodos moleculares como a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR), para pesquisa de DNA de Leishmania, tem aumentado a sensibilidade,
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versatilidade, velocidade e especificidade da identificacdo do parasita no vetor (DOUGALL et
al. 2011; MARCELINO et al. 2011; MICHALSKY et al. 2011; PITA-PEREIRA et al. 2011;
VASCONCELOS et al. 2011; COELHO et al. 2011; BACHA et al. 2011). Além de
possibilitar maior rapidez na andlise de uma grande amostragem (BARKER, 1989;
MICHALSKY et al. 2002), a técnica permite trabalhar com insetos mantidos a seco,
congelados ou conservados em etanol, sem interferir no desempenho da reacdo (PAIVA et al.
2007).

Como métodos adicionais para identificar a espécie de Leishmania encontradas no
vetor, sdo utilizadas as andlises de polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricao
(RFLP), hibridizacdo com sondas especificas para subgénero, complexo ou espécie,
realizacdo de um segundo ensaio de PCR com iniciadores espécie-especificos e
sequenciamento (GARCIA et al. 2007; JORQUERA et al. 2005; MARTIN-SANCHEZ et al.
2006; PITA-PEREIRA et al. 2005).

Esses métodos de amplificagdo génica por PCR vém se mostrando cada vez mais
uteis tanto na identificacdo das espécies de Leishmania como no diagndstico da doenca.
Todavia, o sistema publico de saide ndo estd capacitado para a utilizacdo desses métodos,
seja pela falta de treinamento dos profissionais da sadde, seja pela falta de reagentes e
equipamentos (CAMARGO; BARCINSKI, 2003).

Nesse contexto, a realizacdo de estudos sobre a prevaléncia de infec¢do por
Leishmania em flebotomineos tornam-se importantes indicadores sobre a intensidade da
transmissao do parasito (ROSSI et al. 2008; SOARES et al. 2010).

A utilizagdo de métodos moleculares, para detectar a infeccdo natural de
flebotomineos por Leishmania, € incipiente no estado do Maranhao, tendo registro apenas em
trabalhos desenvolvidos por Oliveira-Pereira et al. (2006) no municipio de Buriticupu e
Soares et al. (2010) nos municipios de Raposa, Sao José de Ribamar, Paco do Lumiar e Sao
Luis. No municipio de Caxias esses estudos foram realizados somente por Nascimento et al.
(2013) e Guimaraes-e-Silva (2016).

As dificuldades enfrentadas pelos programas de controle de doengas transmitidas
por vetores como as leishmanioses no Brasil estdo relacionadas principalmente com o
controle dos vetores e ao tratamento (BARRETO et al. 2011). De forma geral, as
leishmanioses se apresentam como doencgas focais, ou seja, a maior parte dos casos estd
concentrada em uma area especifica, onde flebotomineos vetores, hospedeiros reservatorios e

populagdo susceptivel se encontram e interagem (DANTAS-TORRES et al. 2010).
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O municipio de Caxias sofre um grave problema epidemioldgico com ocorréncia
de leishmanioses, pois a doenca estd presente em vdrios bairros da cidade. Diante da
persisténcia e do aumento do niimero de casos, estas zoonoses vém causando um grande
impacto na saude publica. Um dos fatores que favorece a proliferacdo dos vetores e aumento
de casos da doenca, é o processo de urbaniza¢do que o municipio vem sofrendo nas ultimas
décadas, ocasionado por intenso desmatamento da cobertura vegetal para expansdo do setor
de construcao de dreas residenciais nas areas periféricas.

Estudos preliminares realizados no Municipio constataram a presenga € maior
frequéncia da espécie L. longipalpis, principal vetor da LVA, seguido por L. whitmani,
principal vetor da LTA (GUIMARAES-E-SILVA et al. 2012), no entanto, muitos aspectos
ainda precisam ser estudados, para ter informacdes que auxiliem nas medidas de controle dos
vetores, como conhecer a frequéncia, a distribuicdo e aspectos ecoldgicos das espécies.

Além disso, o diagndstico da infeccdo natural de flebotomineos através de
técnicas moleculares, representa um importante método para subsidiar os programas de
controle de Leishmanioses, pois possibilita detectar as espécies do parasita presentes na area
de estudo e de flebotomineos efetivamente vetores na drea, com suas respectivas taxas de
infeccdo. Essas informagdes sdo de grande relevancia para o entendimento dos aspectos

adaptativos e de urbanizacao desses vetores na regiao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
e [vestigar a ocorréncia das espécies de flebotomineos e avaliar a infec¢do natural

destes insetos por Leishmania, em duas areas periurbanas de transmissdo para

leishmanioses do municipio de Caxias, Maranhao.

2.2 Especificos

e Determinar a diversidade, frequéncia e abundancia relativa das espécies de
flebotomineos;

e Verificar a distribui¢do mensal, ocorréncia sazonal das espécies de flebotomineos
e correlacionar com as médias de temperatura, umidade relativa do ar e
pluviosidade;

e Identificar as espécies vetoras de LVA e LTA nas dreas pesquisadas;

e Detectar a infeccdo natural em fémeas de flebotomineos por protozodrios do

género Leishmania.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Descricao da area de estudo

O municipio de Caxias, localizado na regido leste do Maranhdo, esta situado entre
as coordenadas a 04°51'32"S e 43°21'22"W. Possui drea de 5.150,667 km? com populacio
estimada de 159.396 habitantes. Limita-se ao norte com os municipios de Cod6, Aldeias Altas
e Coelho Neto; ao sul com os municipios de Sao Jodo do Séter, Matdes e Parnarama; a leste
com o municipio de Timon e o Estado do Piaui; e a oeste com o municipio de Gongalves Dias
(IBGE, 2013).

O clima da cidade é predominantemente tropical, muito quente e sub-imido, com
dois periodos definidos, de chuvas (janeiro a junho) e seco (julho a dezembro). Este
municipio caracteriza-se por apresentar cobertura vegetal tipica da zona dos cocais, sendo
transicdo entre a Floresta Amazdnica e o Cerrado. A temperatura média varia entre 26,1°C, no
periodo chuvoso, a 35,6°C, no periodo seco. A média anual de umidade relativa do ar é de
70%, a maxima ocorre nos meses de marco e abril, com valor de 83%, enquanto no periodo
seco o valor pode chegar a 57%. A precipitacdo média anual € de 1.454,6 mm (GEPLAN,
2002).

Para a realizacdo desta pesquisa, foram selecionados os bairros Pirajd e
Itapecuruzinho, por serem considerados como periubarnos, e por apresentarem nos ultimos
cinco anos notificacdo de casos humanos e caninos de LVA e LTA, conforme dados cedidos

pelo Centro de Controle de Zoonoses — CCZ, Prefeitura Municipal de Caxias (Figura 4).
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Figura 4. Localizacdo do municipio de Caxias e os bairros pesquisados, Piraji e Itapecuruzinho,
com seus respectivos pontos de coleta, Caxias, Maranhao, Brasil.
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Fonte: IBGE,2006; Organizacdo: SILVA, W.F.N 2016.

3.2 Caracterizacio dos bairros de coleta

O bairro Piraja, localizado na zona oeste do municipio de Caxias, € considerado
periurbano, pois possui algumas ruas pavimentadas, com a maioria das residéncias situada em
terrenos amplos o que dificulta a limpeza, favorecendo o armazenamento de entulhos.
Durante o periodo de janeiro a dezembro de 2015, apresentou Temperatura méxima (Tméx.)
variando entre 24°C e 38°C, Temperatura minima (Tmin.) entre 23°C e 28°C e Umidade
maxima (Umax.) entre 42% a 88%, Umidade minima (Umin.) minima entre 34% a 67%.0
periodo chuvoso € de janeiro a junho e o periodo seco de julho a dezembro (GEPLAN, 2002).

As residéncias onde foram instaladas as armadilhas possuem caracteristicas de
ambiente rural, possuem extensas areas peridomiciliares com abrigos de animais domésticos
muito préximos das habitagdes, e extradomiciliar, mais afastado das residéncias, com a
maioria das dreas pouco perturbadas apresentando extensa vegetacao. Na maioria dos quintais
das residéncias, passa o riacho Sanharol que corta o bairro, no qual as armadilhas do

extradomicilio foram instaladas bem proximas desse riacho com distancia de
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aproximadamente 4m, que contribui para uma temperatura mais amena, com umidade no ar

elevada (Figura 5).

Figura 5. Pontos de coleta, (A e C), peridomicilio
mostrando as armadilhas instaladas no galinheiro e
chiqueiro; (B e D) extradomicilio mostrando as

Fonte: Silva, R.C.R. (2015).

O bairro Itapecuruzinho, localizado na zona sul do municipio de Caxias, também
€ considerado periurbano, porém cobertura vegetal menos densa, evidenciando maior agcao
antropica. Durante o periodo de janeiro a dezembro de 2015 apresentou Tméx. variando entre
24°C e 32°C, Tmin. entre 23°C e 28°C e Umax. entre 44% a 88%, Umin. entre 34% a 55%.

O bairro € cortado pelo rio Itapecuru, porém os pontos de coleta estdo afastados
do rio com distancia de aproximadamente de 300m. As residéncias onde foram instaladas as
armadilhas possuem no peridomicilio abrigos de animais domésticos proximos das
habitacdes, e extradomiciliar que se configura em d&reas agroflorestais com vegetacdao
fragmentada entre as residéncias. Dessa forma, as dreas s@o mais abertas, assim, sujeitas a

receber mais calor (Figura 6).
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Figura 6. Pontos de coleta: (A e B) peridomicilio
representando as armadilhas instaladas no chiqueiro e
galinheiro; (C) extradomicilio representando armadilha
instalada na mata, bairro Itapecuruzinho.

5

—_— £y

Fonte: Silva, R.C.R. (2015).
3.3 Método de captura dos flebotomineos

As coletas foram realizadas mensalmente de janeiro a dezembro de 2015, em
parceria com os agentes de endemias do municipio de Caxias.

Para a captura dos flebotomineos foram selecionadas seis residéncias em cada
bairro, totalizando 12 casas, distando em média dez metros uma da outra para nio sobrepor os
pontos de coleta (residéncias), que foram georreferenciados com auxilio de GPS (Sistema de
Posicionamento Global) (Tabela 1).

Em cada residéncia foram instaladas duas armadilhas luminosas tipo CDC (Center
of Disease Control), alimentadas com baterias de 6 Volts (SUDIA; CHAMBERLAIS, 1962),
totalizando 24 armadilhas.

As armadilhas de cada bairro, foram numeradas de 1 a 6, sendo que em cada casa
selecionada foram colocadas a 1,5m de altura do solo durante duas noites consecutivas a cada
més, instaladas as 18h00 e retiradas as 6h00 do dia seguinte, uma no peridomicilio nos
abrigos de animais domésticos (chiqueiros, galinheiros e estdbulos), quando tinha, com
distancia de 1 a 30 metros das habitacdes e outra no extradomicilio (mais préxima da mata)

com distancia de 30 a 100 metros das casas.



Tabela 1. Relacdo dos pontos de coletas dos bairros, Piarajd e Itapecuruzinho,

e suas respectivas localiza¢des geogréficas.

Pontos de coleta

Piraja

Itapecuruzinho

Coordenadas Geograficas

Coordenadas Geograficas

AN L A~ W

S =4°51'58.46" W =43°22'48.70"
S =4°52'04.14" W = 43°23'34.21"
S =4°52'04.14" W = 43°23'37.82"
S =4°51'53.20" W =43°23'14.88"
S =4°51'52.79" W =43°23'13.61"
S =4°51'59.56" W = 43°23'04.95"

S =4°54'05.56" W =43°21'02.33"
S =4°54'03.86" W =43°21'03.67"
S =4°53'58.91" W =43°21'09.73"
S =4°54'17.30" W =43°21'04.37"
S =4°54'14.11" W = 43°21'06.21"
S =4°54'02.12" W =43°21'10.52"
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1 a 6 = representam as residéncias

3.4 Processamento do material coletado

As armadilhas com os insetos retidos foram transportadas para o Laboratério de
Entomologia do CCZ de Caxias, no qual os insetos foram sacrificados por resfriamento em
freezer a -20°C, que posteriormente foram colocados em placas de Petri para triagem sob
Estereomicroscopio, para separar os flebotomineos de outros insetos, bem como, os machos
das fémeas.

Para identificacdo dos espécimes machos, foram colocados em placas de Petri
numa solu¢do de hidroxido de potassio (KOH) a dez por cento por duas horas, para
amolecimento da quitina. Apés esse periodo retirou-se a KOH e adicionou-se acido acético
por 30 minutos, para retirar o excesso do KOH e posteriormente lavou-se em dgua destilada
por trés secoes de 15 minutos e permaneceram por 24 horas no lactofenol, para a diafanizacao
(Vilela et al. 2003). Finalmente foram montados entre lamina e laminula em liquido de
Berlese e identificados pelo exame dos caracteres morfologicos bem evidenciados por
diafazinacdo, com auxilio de chave taxondmica proposta por Young e Duncan (1994).

Ap6s a identificagdo os espécimes foram devidamente registrados de acordo com
a darea de coleta destacando-se, nome do bairro, local de coleta (peridomicilio e
extradomicilio), cédigo da armadilha, data de coleta, dentre outros.

Para a identificacdo das fémeas, ingurgitadas e ndo ingurgitadas, foram utilizados
estiletes estéreis para a retirada dos trés dltimos segmentos abdominais, onde estd localizada a
genitalia, e colocados em imunoplacas (Elisa) de 96 pogos profundos e transparente, para nao
haver mistura de material. Posteriormente para diafanizacdo e identificacio do material

seguiu-se 0os mesmos procedimentos dos espécimes machos.
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A cabeca, o térax e o abdomen dos espécimes fémeas foram acondicionados em
tubos do tipo Eppendorf de 1,5ml a seco a — 20°C, devidamente registrados de acordo com a
drea de coleta destacando-se, nome do bairro, c6digo da armadilha, local e data de coleta e o
nome da espécie identificada, para posterior extracdo de DNA.

O processo de identificacdo das fémeas foi diferente dos machos, pois somente as
fémeas foram utilizadas para a realizacdo das andlises moleculares: extragdo de DNA,

realiza¢ao da PCR e rea¢des de RFLP (cortes com enzimas de restricao).

3.5 Analise Molecular da Infeccao por Leishmania sp.
3.5.1 Extracao de DNA das fémeas de flebotomineos

Foram selecionadas 212 Fémeas de flebotomineos ingurgitadas, alternadas por
més (janeiro, marco, maio, julho, setembro e dezembro). Os insetos foram colocados
individualmente em tubos Eppendorfs de 1,5ml e codificadas de 1 a 212, onde foi processada
a extracdo de DNA, utilizando Kit de Extracdo de tecidos e células Gentra Puregene® da
QIAGEN seguindo o protocolo de Mukhopadhyay et al. (2000), modificado por Pereira
(2006).

Posteriormente foi realizada reagdes de PCR utilizando os primers: (5°-
GTGGCCGAACATAATGTTAG-3> e 5-CCACGAACAAGTTCAACATC-3’) que
amplificam a regido gendmica IVS6 do gene da cacofonia, constitutivo do género Lutzomyia a
200pb, de acordo com protocolo estabelecido por Lins et al. (2002). Esse processo foi
realizado para avaliar a extracdo do DNA, para excluir a possibilidade de inibicdo da PCR e
para servir como um controle para o processo de extragdo. O protocolo foi baseado em
Saraiva et al. (2010). Foram utilizados controles positivo (DNA obtido a partir de L.
longipalpis criado em laboratério) e negativo (auséncia de DNA), em todas as reacdes de

PCR.

3.5.2 PCR para detectar DNA de Leishmania sp. e PCR-RFLP para a identificacao das
espécies de Leishmania spp.

Para a deteccdo de Leishmania sp. nas amostras de DNA dos flebotomineos,
foram realizadas reacdes de PCR da regido intergénica de Leishmania ITS1 (Internal
Transcribed Spacer ITS1), que amplifica um fragmento de aproximadamente 300 a 350 pares
de bases. Foram utilizados os primers: (LITSR-5-CTGGATCATTTTCCGATG-3" e
L5.8S5’-TGATACCACTTATCGCACTT-3’) segundo Schonian et al. (2003). Trés
microlitros do produto da PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 5% nao

desnaturante (SAMBROOK et al. 1989), corado por nitrato de prata (SANTOS et al. 1993).
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Em todas as reacOes, foram utilizados controles positivos de cepas de referéncia da
Organizacdo Mundial de Sadde (OMS): Le. amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8), Le.
guyanensis (MHOM/BR/1975/M1176), Le. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), Le.
lainsoni (MHOM/ BR/81/M6426), Le. naiffi (MDAS/BR/1979/M5533), Le. shawi
(MCEB/BR/1984/M84408) e Le. infantum (MHOM/1973/BH46).

A identificacdo ao nivel especifico de Leishmania spp. foi realizada utilizando a
técnica de Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de Restricio (PCR-RFLP). Os produtos
de PCR amplificados foram submetidos a digestdo com a enzima de restricdo Haelll. A
reacdo de digestdo foi preparada para um volume final de 10uL, contendo 0,2uL de Haelll
(10U/uL), 1,8uL de tampao da enzima, 3,0uL. de H>O destilada e 5,0uLL de produto de PCR.
A mistura foi incubada por 1h a 37°C, e os perfis de restricdo foram analisados em gel de
poliacrilamida 5% n@o desnaturante, corado por nitrato de prata e comparados com os padroes
obtidos pela digestdo dos produtos da ITS1-PCR das cepas de referéncia para confirmacao das

espécies.

3.5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para detecc@o e andlise dos produtos da PCR os mesmos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) a 5%, conforme descrito por Sambrook et al.
(1989). Trés microlitros do produto da PCR foram adicionados a cinco microlitros do tampao
de amostra 5X (azul de bromofenol 0,5%, Xilenocianol 0,5%, Ficoll a 15 %) e aplicados no
gel. A corrida eletroforética foi realizada a 80 — 100 volts por cerca de lh realizada em
tampao TBE 1X (89mM de Tris base pH 8,0; 89mM de 4cido boérico e 2,0 mM de EDTA).

Apds a corrida, os géis foram colocados em solugdes fixadoras seguindo o
protocolo de Santos et al. (1993), que posteriormente foram visualizados no transluminador e

fotografados para documentacdo e anélise dos resultados.

3.6 Inferéncia da taxa de infec¢io natural
A Taxa de infec¢do Natural (TN) foi estimada como descrito por Paiva et al.
(2006), o que corresponde ao nimero de amostras positivas x 100/nimero total de insetos

amostrados.

3.7 Estudo das variaveis ambientais
Os dados climatolégicos de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) foram
registrados no local da coleta com utilizacdo de termo-higrometro digital ITHT-2200

(Instrutemp) e medidos no momento de instalacdo e retirada das armadilhas. Os dados da
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N

pluviosidade (mm3), referente ao periodo de estudo foram obtidos junto a Estacdo

Meteoroldgica e Climatoldgica Principal de Caxias (ESMET/CP/Caxias-MA).

3.8 Analises estatisticas

Para verificar a distribuicdo de normalidade das varidveis, foi realizado os testes
de Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk e Lilliefors. Como estes ndo se ajustaram a
distribuicao normal, andlises ndo-paramétricas correspondentes foram utilizadas.

Para se verificar a frequéncia das espécies nos bairros, utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis (H). O valor de H calculado para cada andlise foi comparado ao valor de H
definido na tabela de quantis para a estatistica de teste de Kruskal-Wallis.

Quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05, rejeitou-se a hipdtese de medianas
iguais, e prosseguiu-se com o teste de Dunn, de comparacdo de medianas a posteriori
(SIQUEIRA; TIBURCIO, 2011).

Para se verificar diferencas entre o nimero de espécimes coletados por bairro
(Piraja e Itapecuruzinho) ao se considerar espécimes e meses de coleta, por sexo (machos e
fémeas), por local de coleta (peridomicilio e extradomicilio), por meses e por periodo
(chuvoso e seco) utilizou-se o teste de Mann-Whitney (U). O valor de U calculado para cada
andlise foi comparado ao valor de U definido na tabela de valores criticos para a estatistica de
teste de Mann-Whitney (SIQUEIRA; TIBI:TRCIO, 2011).

Para o calculo do indice de constiancia dos flebotomineos, foi determinado com
base no percentual de coletas de cada espécie, calculado de acordo com o modelo a seguir: IC
= (P X 100) / N, onde P é o nimero de meses em que uma determinada espécie foi capturada
e N € o numero total dos meses pesquisados. Os valores calculados de IC permitiram agrupar
as espécies em trés categorias: constantes (IC>50%), acessorias (IC>25%<50%) e acidentais
(IC<25%) (SILVEIRA NETTO et al. 1976).

O coeficiente de correlagdo de Spearman (rs) entre o nimero de espécimes
encontrados e as varidveis climatoldgicas pluviosidade, temperatura (mdxima e minima),
umidade relativa do ar (méxima e minima), medidas ao longo dos meses, também foi
utilizado seguindo o modelo adotado por Vilela et al. (2011). Além disso, foi considerada a
classificacdo de magnitude proposta por Dancey e Reidy (2005) para a correlacdo de
Spearman: para o valor de rs variando de 0,10 até 0,39, a correlacdo € fraca; quando rs variou
de 0,40 até 0,69, a correlacdo foi dita moderada; e para valor de rs de 0,70 até 1, considerou-se
a correlagdo forte. Essa classificagdo € valida tanto para valor de rs positivo ou negativo

(DANCEY; REIDY, 2005).
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Adotou-se o nivel de significAncia de 5%. O banco de dados foi elaborado
utilizando-se o software Microsoft Excel 2007 e as andlises de dados foram realizadas por
meio dos pacotes estatisticos GraphPad Prism version 5.03 (La Jolla, CA, USA) e Bioestat
versdo 5.0 (Belém, Par4, Brasil).

Os valores de p, significativos ao nivel citado (5%), foram destacados no texto,
tabelas e graficos com asterisco (*). Para p < 0,05 adotou-se um asterisco (*), para p < 0,01
utilizou-se dois asteriscos (**) e para p < 0,0001 foram adotados trés asteriscos (***)
(SIQUEIRA; TIBURCIO, 2011).

O guia adotado para formatagdo do trabalho foi o Manual de Normas Para
Dissertacao de Mestrado do Programa de Pés-Graduacdo em Biodiversidade, Ambiente e

Sauade.
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4 RESULTADOS

4.1 Frequéncia e diversidade de espécies capturadas

No periodo, de janeiro a dezembro de 2015, foi capturado um total de 16.332
flebotomineos, sendo 83,99% (N= 13.717) coletados no bairro Piraja e 16,01% (N=2.615) no
Itapecuruzinho, pertencentes a 20 espécies distribuidas em dois géneros: 19 espécies do
género Lutzomyia Franca, 1924 e uma espécie do género Brumptomyia Franga & Parrot, 1921
(Tabela 2).

Em relacdo a diversidade de espécies encontradas em cada bairro pesquisado, no
Piraja foram identificadas 17 espécies e no Itapecuruzinho 16. As espécies L. saulensis, L.
begonae, L. intermedia e L. aragaoi foram capturadas somente no Pirajd, enquanto que as
espécies L. cortelezzii, L. sallesi e L. abonnenci foram encontradas apenas no bairro
Itapecuruzinho (Tabela 2).

Quando comparada a frequéncia dessas espécies de flebotomineos entre os
bairros, Piraja e Itapecuruzinho, durante todo o periodo de coleta, verificou-se que 13 espécies
identificadas ocorreram nos dois bairros, dentre estas, oito, L. longipalpis (U = 137,5; **p =
0,0020), L. whitmani (U = 82,50; ***p < 0,0001), L. evandroi (U = 192,5; *p = 0,0493), L.
lenti (U = 163,0; **p = 0,0089), L. gomezi (U = 64,00; ***p < 0,0001), L. flaviscutellata (U =
93,00; ***p < 0,0001), L. rabelloi (U = 127,0; ***p < 0,0001) e L. antunesi (U = 148,0; ***p
= (,0005), foram mais frequentes no bairro Pirajd que no Itapecuruzinho, apresentando

diferengas significativas em suas medianas (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo das espécies de flebotomineos e comparacdo da frequéncia das
espécies entre os bairros, Piraja e Itapecuruzinho, Caxias, Maranhdo, janeiro a dezembro
2015.

L. Piraja Itapecuruzinho
Espécie N % N % U P
L. longipalpis 5.155 37,58 1.881 71,93 137,5 0,0020%**
L. whitmani 6.548 47,74 478 18,28 82,50 < 0,0001 ***
L. evandroi 352 2,57 125 4,78 192,5 0,0493*
L. lenti 87 0,63 36 1,38 163,0 0,0089%*%*
L. saulensis 181 1,32 - - - -
L. gomezi 129 0,94 1 0,04 64,00 < 0,0001 ***
L. cortelezzii - - 6 0,23 - -
L. sordellii 26 0,19 11 0,42 286,5 0,9794
L. termitophila 14 0,10 12 0,46 270,0 0,6753
L. trinidadensis 58 0,42 22 0,84 209,5 0,0869
L. flaviscutellata 67 0,49 3 0,11 93,00 < 0,000] ***
L. sallesi - - 1 0,04 - -
L. abonnenci - - 1 0,04 - -
L. begonae 8 0,06 - - - -
L. rabelloi 157 1,14 2 0,08 127,0 < 0,000] ***
L. antunesi 880 6,42 4 0,15 148,0 0,0005***
L. intermedia 15 0,11 - - - -
L. hermanlenti 10 0,07 3 0,11 263,5 0,3889
L. aragaoi 2 0,01 - - - -
B. avellari 28 0,20 29 1,11 272,5 0,7351
N° de individuos 13.717 100,00 2.615 100,00
Total de individuos 16.332
% de individuos 83,99 16,01
N° de espécies 17 16

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; N = nimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann —
Whitney; p = valor de p (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001)

Ao comparar a frequéncia de flebotomineos coletados por espécie, verificou-se
que, no bairro Piraja, das 17 espécies encontradas, oito, L. longipalpis, L. whitmani, L.
evandroi, L. lenti, L. saulensis, L. gomezi, L. rabelloi e L. antunesi foram as mais frequentes
em relacdo as demais, apresentando diferencas significativas em suas medianas (H = 275,2;
*#*%p < 0,0001) (Figura 7A). No Itapecuruzinho, quando realizada a mesma comparacgao, das
16 espécies identificadas nesse bairro, quatro, L. longipalpis, L. whitmani, L. evandroi e L.

lenti foram as espécies mais frequentes (H =299,0; ***p < 0,0001) (Figura 7B).
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Figura 7. Comparacdo da frequéncia de flebotomineos coletados por espécie, municipio de
Caxias, Maranhdo, de janeiro a dezembro de 2015. (A) Bairro Piraja. (B) Bairro Itapecuruzinho.
Os asteriscos indicam diferencas estatisticas a diferentes niveis de significincia nas espécies que
apresentaram maiores medianas comparadas as de outras espécies, onde *p < 0,05, **p < 0,01 e
*#%p< 0,0001.
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4.2 Distribui¢iao dos flebotomineos por sexo nos bairros de coleta

Verificou-se, que os flebotomineos machos (N= 10.511) predominaram sobre as
fémeas (N=5.821), correspondendo a 64% dos espécimes coletados (Tabela3).

Ao comparar as medianas dos espécimes de flebotomineos por sexo, entre 0s
periodos, chuvoso (janeiro a julho) e seco (agosto a dezembro), nos dois bairros, verificou-se
que, no Piraja o encontro de espécimes machos foi maior no periodo seco (90,65%) que no
chuvoso (77,08%), porém essas diferencas ndo foram significativas. Em relacdo ao
Itapecuruzinho verificou-se que, houve maior encontro de espécimes machos no periodo
chuvoso (22,92%) que no seco (9,35%), apresentando valores significativos (U = 0; *p =
0,0286) (Tabela 3).

Em relacio aos espécimes fémeas, verificou-se que, no bairro Piraja estas foram
mais encontradas no periodo seco (90,56%) que no chuvoso (74,62%). Quanto ao
Itapecuruzinho o encontro de espécimes fémeas foi maior no periodo chuvoso (25,38%) que

no seco (9,44%). Entretanto ndo apresentaram diferencgas significativas (Tabela 3).

Tabela 3. Comparagcdo das medianas dos espécimes de flebotomineos por sexo, entre os periodos
chuvoso e seco, nos bairros Pirajé e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias, Maranhdo, 2015.

Machos Fémeas

Bairro Chuvoso Seco U P Chuvoso Seco U p

N % N % N % N %
Piraja 3939 77,08 4.896 90,65 7,00 0,8857 1.823 74,62 3.059 90,56 3,00 0,2000
Itapecuruzinho 1.171 2292 505 9,35 0 0,0286* 620 2538 319 944 1,00 0,571
N° de individuos 5.110 100,00 5.401 100,00 2.443 100,00 3.378 100,00
Total de individuos 10.511 5.821
% de individuos 64,36 35,64

N = niimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann-Whitney; p = valor de p (*p < 0,05)

Ao comparar as espécies dos flebotomineos entre os sexos, no periodo chuvoso,
de cada bairro, verificou-se que no Piraja, as espécies que obtiveram mais fémeas que machos
foram L. saulensis (U = 43,0; *p = 0,0405), L. sordellii (U = 27,50; **p = 0,0034) e L.
flaviscutellata (U = 38,50; *p = 0,0232). J4 as espécies identificadas do bairro Itapecuruzinho

ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas por sexo (Tabela 4).
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Tabela 4. Comparacdo das espécies de flebotomineos entre os sexos, no periodo chuvoso, nos
bairros Piraja e Itapecuruzinho, localizados no municipio de Caxias, Maranhdo, 2015.

Piraja Itapecuruzinho
Espécie Machos Fémeas U p Machos Fémeas U p
N % N % N % N %
L. longipalpis 1.430 36,33 729 39,92 53,50 0,2985 908 77,41 449 72,65 60,00 0,5064
L. whitmani 2432 61,79 937 51,31 48,00 0,1749 219 18,67 103 16,67 60,00 0,5064
L. evandroi 27 0,69 37 2,03 58,50 0,4435 27 230 32 518 54,50 03179
L. lenti 23 0,58 11 0,60 58,00 0,4100 15 1,28 5 0,81 61,50 0,5042
L. saulensis 2 0,05 16 0,88 43,00 0,0405%* 0 0,00 0 0,00 - -
L. gomezi 12 0,30 16 0,88 65,50 0,6886 0 0,00 0 0,00 - -
L. cortelezzii 0 0,00 0 0,00 - - 1 0,09 2 0,32 66,00 0,5797
L. sordellii 1 0,03 17 0,93 27,50 0,0034** 0 0,00 10 1,62 - -
L. termitophila 1 0,03 8 0,44 52,50 0,1223 1 0,09 5 0,81 59,00 0,2662
L. trinidadensis 0 0,00 11 0,60 - - 2 0,17 7 1,13 59,50 0,2860
L. flaviscutellata 8 0,20 24 1,31 38,50 0,0232* 0 0,00 1 0,16 - -
L. sallesi 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 1 0,16 - -
L. abonnenci 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 1 0,16 - -
L. begonae 0 0,00 2 0,11 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. rabelloi 0 0,00 14 0,77 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. antunesi 0 0,00 1 0,05 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. intermedia 0 0,00 1 0,05 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. hermanlenti 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. aragaoi 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 0 0,00 - -
B. avellari 0 0,00 2 0,11 - - 0 0,00 2 0,32 - -
Total 3.936 100,00 1.826 100,00 - - 1.173 100,00 618 100,00 - -

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; N = nimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann-
Whitney; p = valor de p (*p < 0,05; **p < 0,01)

Em relacdo ao periodo seco, quando realizada a mesma comparagdo anterior,

verificou-se que no Pirajd, as espécies L. saulensis (U = 26,0; **p = 0,0067), L. sordellii (U =

41,50; *p = 0,0291) e L. trinidadensis (U = 10,50; ***p = (0,0002) obtiveram mais fémeas que

machos. No bairro Itapecuruzinho apenas a espécie L. trinidadensis (U = 40,00; *p = 0,0234)

obteve mais fémeas que machos (Tabela 5).



Tabela 5. Comparacdo das espécies de flebotomineos entre os sexos, no periodo seco, nos
bairros Piraja e Itapecuruzinho, localizados no municipio de Caxias, Maranhao, 2015.

Piraja Itapecuruzinho
Espécie Machos Fémeas U p Machos Fémeas U p
N % N % N % N Yo
L. longipalpis 2.125 43,40 871 28,47 40,00 0,0690 338 66,93 186 58,31 59,00 0,4699
L. whitmani 2.144 43,779 1.035 33,83 66,00 0,7507 107 21,19 49 15,36 62,50 0,6005
L. evandroi 171 349 117 382 61,50 05632 28 554 38 1191 62,50 0,5988
L. lenti 29 0,59 24 0,78 69,00 0,8833 10 198 6 1,88 56,00 0,3274
L. saulensis 14 029 149 4,87 26,00 0,0067** 0 0,00 0 0,00 - -
L. gomezi 34 0,69 67 2,19 44,50 0,1135 1 020 0 0,00 - -
L. cortelezzii 0 0,00 0 0,00 - - 2 040 1 031 66,00 05797
L. sordellii 1 0,02 7 0,23 41,50 0,0291* 0 0,00 1 031 - -
L. termitophila 2 0,04 3 0,10 66,00 0,6520 0 0,00 6 1,88 - -
L. trinidadensis 2 0,04 45 1,47 10,50 0,0002**#* 1 0,20 12 3,76 40,00 0,0234*
L. flaviscutellata 11 0,22 24 0,78 47,50 0,1462 1 020 1 031 72,00 09520
L. sallesi 0 0,00 0 0,00 - - 0 000 0 0,00 - -
L. abonnenci 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. begonae 0 0,00 6 0,20 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. rabelloi 18 0,37 125 4,09 50,00 0,1913 2 040 0 0,00 - -
L. antunesi 324 6,62 555 18,14 59,50 0,4869 4 0,79 0 0,00 - -
L. intermedia 4 0,08 10 033 69,50 0,8792 0 000 0 0,00 - -
L. hermanlenti 1 0,02 9 0,29 53,00 0,1319 0 000 3 09%4 - -
L. aragaoi 0 0,00 2 0,07 - - 0 0,00 0 0,00 - -
B. avellari 16 0,33 10 0,33 62,00 05646 11 2,18 16 5,02 6550 0,7047
Total 4.896 100,00 3.059 100,00 - - 505 100,00 319 100.00 - -

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; N = niimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann —Whitney;
p = valor de p (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p< 0,0001)

4.3 Distribuicio de flebotomineos nos bairros por local de coleta

Em relacdo ao local de coleta, peridomicilio e extradomicilio, considerando
dois periodos, de janeiro a dezembro, constatou-se uma maior frequéncia de espécimes
flebotomineos no peridomicilio, representando 59,14%. Verificou-se ainda que, todas as
espécies identificadas foram encontradas no extradomicilio e no peridomicilio somente

espécies foram identificadas (Tabela 6).
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Quando comparada a frequéncia dos flebotomineos de cada local de coleta, por

periodo, chuvoso e seco, verificou-se no bairro Pirajd, maior ocorréncia espécimes no periodo

seco, tanto no peridomicilio com 94,22 % dos insetos coletados, como no extradomicilio com

85,69%, porém esses dados ndao foram significativos. J4 no bairro Itapecuruzinho

(ON)

espécimes predominaram no periodo chuvoso em ambos os locais de coleta, no entanto

somente o peridomicilio (U =0 e *p = 0,0286) apresentou diferenga significativa (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacio da frequéncia de flebotomineos no peridomicilio e extradomicilio, nos periodos,
chuvoso e seco, nos bairros Piraj e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias, Maranhdo, 2015.

Peridomicilio Extradomicilio
Bairro Chuvoso Seco U p Chuvoso Seco U p
N % N % N % N %
Pirajd 3.653  79.57 4.775 94.22 7,00 0,8875 2.109 71.20 3.180 85.69 5,00 04857
Itapecuruzinho 938 2043 293 578 0 0,0286* 853 28.80 531 1431 2,00 0,1143
N° de individuos 4.591 100.00 5.068 100.00 2.962 100.00 3.711 100.00
Total de individuos 9.659 6.673
% de individuos 59,14 40,36
N° de espécies 17 20

N = nimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann —Whitney; p = valor de p (*p < 0,05)

Quando comparada a frequéncia das espécies de flebotomineos capturados entre
os locais de coleta, peridomicilio e extradomicilio, do periodo chuvoso, janeiro a julho,
verificou-se que no bairro Piraji, a espécie L. gomezi (U = 0,50; *p = 0,0372), que foi
registrada somente nesse bairro no periodo chuvoso, foi mais frequente no extradomicilio em
relacdo ao peridomicilio. Ja as espécies identificadas do bairro Itapecuruzinho nao
apresentaram diferencgas significativas quando comparadas entre os locais de coleta (Tabela

7).
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Tabela 7. Comparacdo das espécies de flebotomineos no peridomicilio e extradomicilio,
coletadas no periodo chuvoso nos bairros Piraja e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias,
Maranhio, 2015.

Piraja Itapecuruzinho
Espécie Peridomicilio Extradomicilio U P Peridomicilio Extradomicilio U p
N % N % N % N %
L. longipalpis 1.672 45,777 487 23,09 1,00 0,0571 662 70,58 695 81,48 8,00 1,000
L. whitmani 1910 52,29 1459 69,18 6,00 0,6857 226 24,09 96 11,25 6,00 0,6857
L. evandroi 32 0,88 32 1,52 7,50 1,0000 32 3,41 27 3,17 6,00 0,6612
L. lenti 12 0,33 22 1,04 5,00 0,4568 11 1,17 9 1,06 6,50 0,7715
L. saulensis 4 0,11 14 0,66 5,50 0,5516 0 0,00 0 0,00 - -
L. gomezi 2 0,05 26 1,23 0,50 0,0372% 0 0,00 0 0,00 - -
L. cortelezzii 0 0,00 0 0,00 - - 1 0,11 2 0,23 6,00 0,6084
L. sordellii 10 0,27 8 0,38 6,50 0,7660 1 0,11 9 1,06 5,00 0,4084
L. termitophila 3 0,08 6 0,28 5,00 0,4539 2 0,21 4 0,47 7,00 0,8744
L. trinidadensis 5 0,14 6 0,28 7,50 1,00 1 0,11 8 0,94 2,50 0,1241
L. flaviscutellata 0 0,00 32 1,52 - - 0 0,00 1 0,12 - -
L. sallesi 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 1 0,12 - -
L. abonnenci 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 1 0,12 - -
L. begonae 0 0,00 2 0,09 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. rabelloi 2 0,05 12 0,57 5,00 0,4084 0 0,00 0 0,00 - -
L. antunesi 0 0,00 1 0,05 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. intermedia 0 0,00 1 0,05 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. hermanlenti 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. aragaoi 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 0 0,00 - -
B. avellari 1 0,03 1 0,05 8,00 0,8486 2 0,21 0 0,00 - -
Total 3.653 100,00 2.109 100,00 - - 938 100,00 853 100,00 - -

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; N = nimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann —Whitney;

p = valor de p (*p < 0,05)

No que concerne ao periodo seco, quando realizada a mesma andlise anterior,

verificou-se no bairro Piraja, maior ocorréncia das espécies L. evandroi (U = 0; *p = 0,0294),

L. lenti (U = 0,50; *p = 0,0408), L. rabelloi (U = 0; *p = 0,0294) e L. antunesi (U = 0; *p =

0,0286) no extradomicilio em comparacdo com o peridomicilio. No bairro Itapecuruzinho

somente a espécie L. evandroi (U = 0; *p = 0,0286) apresentou diferenca significativa no

extradomicilio (Tabela 8).
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Tabela 8. Comparacdo das espécies de flebotomineos entre o peridomicilio e extradomicilio, no periodo
seco nos bairros, Piraja e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias, Maranhao, 2015.

Piraja Itapecuruzinho
Espécie Peridomicilio Extradomicilio U P Peridomicilio Extradomicilio U p
N %o N % N % N %
L. longipalpis 2.228 46,66 768 24,15 1,00 0,0571 205 69,97 319 60,08 3,50 0,2454
L. whitmani 2.181 45,68 998 31,38 5,00 0,4857 41 13,99 115 21,66 3,00 0,1832
L. evandroi 73 1,53 215 6,76 0 0,0294* 16 5,46 50 9,42 0 0,0286*
L. lenti 18 0,38 35 1,10 0,50  0,0408%* 4 1,37 12 2,26 1,00 0,0530
L. saulensis 24 0,50 139 4,37 2,00 0,1143 0 0,00 0 0,00 - -
L. gomezi 26 0,54 75 2,36 2,00 0,1143 1 0,34 0 0,00 - -
L. cortelezzii 0 0,00 0 0,00 - - 2 0,68 1 0,19 6,00 0,6084
L. sordellii 0 0,00 8 0,25 - - 0 0,00 1 0,19 - -
L. termitophila 3 0,06 2 0,06 7,00 0,8744 2 0,68 4 0,75 6,00 0,6198
L. trinidadensis 8 0,17 39 1,23 6,00 0,6612 5 1,71 8 1,51 5,50 0,5385
L. flaviscutellata 5 0,10 30 0,94 2,50 0,1441 0 0,00 2 0,38 - -
L. sallesi 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. abonnenci 0 0,00 0 0,00 - - 0 0,00 0 0,00 - -
L. begonae 1 0,02 5 0,16 5,50 0,5050 0 0,00 0 0,00 - -
L. rabelloi 12 0,25 131 4,12 0 0,0294* 0 0,00 2 0,38 - -
L. antunesi 181 3,79 698 21,95 0 0,0286* 2 0,68 2 0,38 8,00 0,8486
L. intermedia 2 0,04 12 0,38 1,00 0,0530 0 0,00 0 0,00 - -
L. hermanlenti 3 0,06 7 0,22 5,00 0,4539 2 0,68 1 0,19 6,00 0,6084
L. aragaoi 0 0,00 2 0,06 - - 0 0,00 0 0,00 - -
B. avellari 10 0,21 16 0,50 4,00 0,3005 13 4,44 14 2,64 8,00 0,8839
Total 4.775 100,00 3.180 100,00 - - 293 100,00 531 100,00 - -

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; N = nimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann —Whitney; p = valor de
p (*p <0,05)

4.4 Distribuicao mensal e sazonal dos flebotomineos

Os flebotomineos foram capturados em todos os meses, de janeiro a dezembro,
em ambos os bairros. No Piraja, quando comparadas as frequéncias mensais dos espécimes de
flebotomineos, verificou-se que os meses com maior ocorréncia de espécimes foram janeiro,
maio, junho, julho, agosto, setembro e novembro. Porém somente os meses de janeiro e julho,
apresentaram diferencas significativas (H = 26,01 e **p = 0,0065) (Figura 8A). Quando
realizada a mesma comparagdo com o bairro Itapecuruzinho, verificou-se maior ocorréncia de
espécimes de flebotomineos somente no més de janeiro. No entanto, estatisticamente, em

todos os meses ndo houve diferenca significativa na quantidade de flebotomineos coletados

(H=7,563 e p=0,7518) (Figura 8B).
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Figura 8. Flebotomineos coletados entre os meses de coleta, janeiro a dezembro, nos bairros

Piraja e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias, Maranhdo, 2015.
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Quando comparadas as medianas das quantidades de espécimes de flebotomineos
por més, entre os bairros Piraja e Itapecuruzinho, verificou-se que o bairro Piraja nos meses
de marco (U = 132,0; *p = 0,0282), junho (U = 106,5; **p = 0,0075), julho (U = 131,5; *p =
0,0463), agosto (U = 72,0; ***p = 0,0003), outubro (U = 106,5; **p = 0,0097) e dezembro (U
= 130,0; *p = 0,0465) se sobressairam na quantidade de espécimes capturados em relacdo ao
Itapecuruzinho (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacdo da frequéncia de flebotomineos coletados de de janeiro a dezembro
nos bairros Piraja e Itapecuruzinho no municipio de Caxias, Maranhao, 2015.

Piraja Itapecuruzinho
Meés U P
N %0 N %

Janeiro 1.538 11,21 888 33,96 172,0 0,4211
Fevereiro 178 1,30 214 8,18 195,5 0,9066
Margo 506 3,69 132 5,05 132,0 0,0282%*
Abril 293 2,14 164 6,27 196,0 09114
Maio 1.450 10,57 164 6,27 188,5 0,7205
Junho 1.797 13,10 229 8,76 106,5 0,0075%**
Julho 2.530 18,44 140 5,35 131,5 0,0463*
Agosto 1.095 7,98 44 1,68 72,0 0,0003%#**
Setembro 648 4,72 61 2,33 132,0 0,0588
Outubro 1.668 12,16 112 4,28 106,5 0,0097%*
Novembro 1.184 8,63 242 9,25 140,5 0,0987
Dezembro 830 6,05 225 8,60 130,0 0,0465%*
Total 13.717 100,00 2.615 100,00 - -

N = niimero de espécimes; % = porcentagem; U = valor de Mann —Whitney; p = valor de p (*p < 0,05; **p <
0,01; ***p< 0,0001)
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Considerando as 20 espécies identificadas, verificou-se pelo indice de constancia
(IC) que 13 foram classificadas como constantes, uma vez que, ocorreram em mais de 50%
das coletas, sendo L. longipalpis, L. whitmani, L. evandroi, L. lenti, L. sordellii e L.
termitophila as espécies presentes em todos os meses de coletas com IC = 100%, as outras
sete espécies apresentaram IC entre 58,33% a 91,67%. As espécies L. cortelezzii, L. begonae,
L. intermedia e L. hermanlenti foram consideradas acessorias, obtendo IC entre 25% a 50%, e
somente trés espécies L. sallesi (IC = 8,33%), L. abonnenci (IC = 8,33%) e L. aragaoi (IC =
16,67%) foram consideradas acidentais, visto que, ocorreram em menos de 25% das coletas,
presentes em um ou dois meses (Tabela 10).

Em relacdo a distribui¢ao sazonal dos flebotominios, observou-se que, de todas as
espécies identificadas, duas, L. sallesi e L. abonnenci foram capturadas somente no periodo
chuvoso e duas espécies, L. hermanlenti e L. aragaoi, apenas no periodo seco. Verificou-se
ainda, uma maior ocorréncia de flebotomineos no periodo seco (53,75%) que no periodo
chuvoso (46,25%) (Tabela 10).

Tabela 10. Frequéncia mensal de flebotomineos capturadas no peridomicilio e extradomicilio de

acordo com os periodos, chuvoso e seco, nos bairros Piraja e Itapecuruzinho no municipio de Caxias,
Maranhao, 2015

Espécies Periodo chuvoso Periodo seco Total IC%
Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez.
L. longipalpis 2.123 337 442 273 218 123 407 298 352 840 970 653 7.036 100,00
L. whitmani 186 21 157 155 1.355 1.817 2.183 591 267 237 41 16 7.026 100,00
L. evandroi 52 11 14 15 17 14 37 56 22 87 44 108 477 100,00
L. lenti 19 5 6 2 13 9 11 16 5 19 7 11 123 100,00
L. saulensis 7 1 2 0 0 8 2 11 10 39 39 62 181 83,33
L. gomezi 7 3 3 0 4 11 4 36 6 29 16 11 130 91,67
L. cortelezzii 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 6 50,00
L. sordellii 8 5 5 6 2 2 1 1 1 2 2 2 37 100,00
L. termitophila 4 4 2 2 2 1 2 1 3 3 1 1 26 100,00
L. trinidadensis 11 0 0 0 2 7 3 19 7 16 9 6 80 75,00
L. flaviscutellata 3 1 3 0 1 25 9 11 2 5 8 2 70 91,67
L. sallesi 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8,33
L. abonnenci 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8,33
L. begonae 0 0 0 0 0 2 0 1 1 1 2 1 8 50,00
L. rabelloi 6 1 4 0 0 3 0 9 10 38 23 65 159 75,00
L. antunesi 0 0 0 0 0 1 4 66 5 444 255 109 884 58,33
L. intermedia 0 0 0 0 0 1 2 9 0 3 0 0 15 33,33
L. hermanlenti 0 0 0 0 0 0 1 7 5 0 0 0 13 25,00
L. aragaoi 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2 16,67
B. avellari 0 0 0 3 0 1 4 6 12 15 8 8 57 66,67
Total 2426 392 638 457 1.614 2.026 2.670 1.139 709 1.780 1.426 1.055 16.332 -
Total de’ individuos 7553 8779
por periodos
% de individuos 46,25 53,75

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; jan. = janeiro; fev. = fevereiro; mar. = margo; abr. = abril; mai. = maio; jun. = junho;
jul. = julho; ago. = agosto; set. = setembro; out. = outubro; nov. = novembro; dez. = dezembro; IC = Indice de Constancia.
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Porém, ao analisar a ocorréncia de flebotomineos por periodo, separadamente por
bairro, verificou que no Piraja houve maior frequéncia de espécimes no periodo seco que no
chuvoso, no entanto, essas diferencas nao mostraram valores significativos (U = 23,00; p =
0,3823) (Figura 9A). Quanto ao bairro Itapecuruzinho, o periodo que obteve a maior
quantidade de espécimes coletados foi o chuvoso, pois a mediana dos flebotomineos coletados
nesse periodo (U = 5,00; **p = 0,0030) foi maior que a mediana do periodo seco (Figura 9B).

Figura 9. Comparagdo das medianas dos flebotomineos
coletados nos periodos, chuvoso e seco, municipio de
Caxias, Maranhdo, 2015. (A) Bairro Piraji. (B) Bairro
Itapecuruzinho. Os asteriscos indicam diferengas

estatisticas a nivel de significincia nos dois periodos
que apresentaram maiores medianas, onde **p < 0,01.
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4.5 Correlacao entre a frequéncia mensal dos flebotomineos com os fatores climaticos

Considerando os fatores climaticos, os valores de pluviosidade foram os mesmos
para ambos os bairros, Piraja e Itapecuruzinho, que variaram de 2,8mm a 328,7mm. O més
com maior indice pluviométrico foi fevereiro (328,7mm) e com menor foi outubro (2,8mm).

No Piraja, verificou-se que, as médias da Temperatura mdxima (Tmadx.) variaram
de 27,5°C a 43,5°C e Temperatura minima (Tmin.) de 23,25°C a 40,25°C. O més com as
médias de temperatura mais elevada foi dezembro (Tmax. = 43,5°C; Tmin. = 40,25°C) e com
menor temperatura foi mar¢o (Tméx. = 27,5°C; Tmin. = 23,25°C). As médias da Umidade
maxima (Umadx.) variaram de 31,5% a 87% e Umidade minima (Umin.) de 25,5% a 55,25%.
O més com média de umidade mais elevada foi fevereiro (Umax. = 87% e Umin. = 48%) e
com umidade menos elevada foi dezembro (Umax. = 31,5% e Umin. = 25,5%).

Quanto ao bairro Itapecuruzinho, as médias da Tmax. variaram de 28°C a 43°C e
Tmin. de 23,5°C a 41°C. O més que obteve média de temperatura mais elevada foi dezembro
(Tméx. =43°C; Tmin. = 41°C) e média de menor temperatura foi maio (Tmax. = 28°C; Tmin.
= 25,5°C). As médias da Umax. variaram de 20,25% a 86% e Umin. de 20,25% a 47,75%. O
més que apresentou média de umidade mais elevada foi fevereiro (Uméx. = 86% e Umin. =
46,75%), e com menor média foi dezembro (Umax. = 30,75% e Umin. = 25,5%).

Considerando o total dos espécimes de flebotomineos coletados de janeiro a
dezembro, observou-se que nos dois bairros, Pirajd e Itapecuruzinho, ndo houve correlagcdo
entre a frequéncia mensal dos flebotomineos coletados com os fatores climdticos,

pluviosidade, Tméx., Tmin., Umax e Umin. (Figuras 10 e 11, Tabela 11).



Figura 10. Correlacdo mensal entre o numero de flebotomineos coletados com
os fatores climaticos, (A) Temperatura Mdxima e Temperatura Minima. (B)
Umidade Maxima e Umidade Minima. (C) Pluviosidade, considerando os dois

periodos, chuvoso e seco, do bairro, Pirajd, Caxias, Maranhao, 2015.
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Figura 11. Correlacdo mensal entre o nimero de flebotomineos coletados
com os fatores climdticos, (A) Temperatura Mdxima e Temperatura Minima.
(B) Umidade Méxima e Umidade Minima. (C) Pluviosidade, considerando os
dois periodos, chuvoso e seco, do bairro, Itapecuruzinho, Caxias, Maranhao,
2015.
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Tabela 11. Correlagdo entre o nimero de flebotomineos coletados com os fatores
climéticos, nos periodos, chuvoso e seco, nos bairros, Piraja e Itapecuruzinho, no
municipio de Caxias, Maranhao, 2015.

Piraja Itapecuruzinho
Correlagao
I's |\ I's P

Flebotomineos coletados X Temperatura Maxima -0,1268  0,5548 -0,0722  0,7375
Flebotomineos coletados X Temperatura Minima 0,1483 0,4893 0,0362 0,8667
Flebotomineos coletados X Umidade Maxima -0,3880 0,0609 0,0107 0,9605
Flebotomineos coletados X Umidade Minima -0,0687 0,7496 0,1748 0,4140
Flebotomineos coletados X Pluviosidade -0,2175  0,4970 0,2566 0,4208

r«=Valor de Spearman; p = valor de p

Porém quando se comparou a correlagdo mensal entre os flebotomineos coletados
com os fatores climaticos (Tméx., Tmin., Uméx., Umin. e Pluviosidade), separadamente por
periodo, verificou-se associacdo significativa. No bairro Pirajd, no periodo chuvoso,
observou-se que a Umax. variou de 50,75% a 87% e obteve correlacdo forte e negativa com
os flebotomineos coletados (rs = -0,7343; **p = 0,0065). A Umin., Tméix., Tmin. e
Pluviosidade ndo apresentaram correlacdo com a quantidade de fleblotomineos coletados.
Quanto ao periodo seco, julho a dezembro, a Uméx. variou de 30,75% a 55,75% e tanto a
Umax. quanto as Tmax.; Tmin.; Umin e Pluviosidade ndo apresentaram correlagdo
significativa entre os flebotomineos coletados (Tabela 12).

J4& no bairro Itapecuruzinho, no periodo chuvoso, ndo houve associacio
significativa entre as varidveis meteoroldgicas (Tmax., Tmin., Umax., Umin. e Pluviosidade),
com o numero mensal de flebotomineos coletados. Em relagdo ao periodo seco, verificou-se
que os fatores climéticos, Tmax., Tmin., Pluviosidade e Umin., ndo apresentaram correlacao
com o nimero de fleblotomineos. Porém, a Umaéx. obteve correlacio moderada e negativa

entre o nimero de flebotomineos (rs=-0,6362; *p = 0,0261) (Tabela 12).
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Tabela 12. Correlacdo entre o nimero de flebotomineos com os fatores climéticos, nos periodos

chuvoso e seco, nos bairros Pirajé e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias, Maranhdo, 2015.

Piraja Itapecuruzinho
Correlacao Chuvoso Seco Chuvoso Seco
Is P I's p Is P Is p

Flebotomineos X Temperatura maxima - 0,4786 0,1154  0,0493 0,8791 0,1272 0,6936 -0,0494 0,8789
Flebotomineos X Temperatura minima 0,1744  0,5877 -0,2505 0,4323 0,2403 0,4519 0,4813 0,1130
Flebotomineos X Umidade maxima -0,7343 0,0065*%* 0,0737 0,8200 -0,2544 0,4249 -0,6362 0,0261*
Flebotomineos X Umidade minima 0,2522  0,4291 0,1259 0,6967 0,0211 0,9482 -0,0527 0,8707
Flebotomineos X Pluviosidade -0,5429 0,2656 -0,2571 0,6228  0,1160 0,8268 0,2000 0,7040

rs= Valor de Spearman; p = valor de p (**p < 0,01) e (*p < 0,05)

4.6 Infeccio natural de flebotomineos por Leishmania spp.

Foram analisadas, um total de 212 fémeas de flebotomineos ingurgitadas, 150 do
bairro Piraja e 62 do Itapecuruzinho, pertencentes a 15 espécies: L. longipalpis (N=60), L.
whitmani (N=53), L. evandroi (N=18), L. lenti (N=7), L. saulensis (N=5), L. gomezi (N=3), L.
termitophila (N=2), L. trinidadensis (N=10), L. flaviscutellata (N=10), L. begonae (N=1), L.
rabelloi (N=22), L. antunesi (N=16), L. intermedia (N=1), L. hermanlenti (N=1) e B. avellari
(N=3), provenientes tanto do peridomicilio como do extradomicilio (Tabela 13).

Todas as 212 amostras amplificaram o fragmento de 200 pb do gene de cacofonia
do flebotominio, o que era esperado pela técnica de PCR, validando a extragdo de DNA
obtido a partir de todas as amostras (dados ndo mostrados).

Considerando os resultados obtidos para reacdo de PCR quanto a presenca de
DNA do género Leishmania, 42 amostras amplificaram uma banda de 300-350pb, sendo
caracterizadas como positivas, provenientes de nove espécies de flebotomineos: Lu.
longipalpis (N=14), L. whitmani (N=15), L. evandroi (N=3), L. lenti (N=2), L. saulensis
(N=1), L. flaviscutellata (N=2), L. rabelloi (N=3), L. intermedia (N=1) e B. avellari (N=1),
30 do bairro Piraja e 12 do Itapecuruzinho. A Taxa de infec¢do Natural (TN) calculada para a

area de estudo foi de 19,8% (Figura 12 e Tabela 13).
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Figura 12. Gel de poliacrilamida 5% corado por nitrato de prata, mostrando produtos
amplificados de 300-350pb com os iniciadores para ITS1. M: marcador molecular
100pb (PROMEGA); C+: controle positivo; C-: controle negativo; 2-212 sdo algumas
amostras de fémeas de flebotomineos ingurgitadas positivas.
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pb = pares de bases

Tabela 13. Fémeas de flebotomineos analisadas, amostras positivas com infeccdo de Leishmania e
Taxa de infec¢do Natural (TN), nos bairros Pirajd e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias,

Maranhio, 2015.
Espécies de Piraja Itapecuruzinho Total d.e fémeas Am(.)s'tras
flebotomineos analisadas positivas TN
Peri Extra Total Peri Extra Total N %o N %

L. longipalpis 16 14 30 18 12 30 60 28,30 14 33,33 6,6%
L. whitmani 21 16 37 9 7 16 53 25,00 15 35,71 7,1%
L. evandroi 6 5 11 4 3 7 18 8,49 3 7,14 1,4%
L. lenti 4 1 5 2 0 2 7 3,30 2 476 1,0%
L. saulensis 0 5 5 0 0 0 5 2,36 1 2,38 0,5%
L. gomezi 0 3 3 0 0 0 3 1,42 0 0 -
L. termitophila 0 0 0 1 1 2 2 0,94 0 0 -
L. trinidadensis 0 7 7 3 0 3 10 4,72 0 0 -
L. flaviscutellata 2 8 10 0 0 0 10 4,72 2 4,76 1,0%
L. begonae 0 1 1 0 0 0 1 0,47 0 0 -
L. rabelloi 0 22 22 0 0 0 22 10,38 3 7,14 1,4%
L. antunesi 1 15 16 0 0 0 16 7,55 0 0 -
L. intermedia 0 1 1 0 0 0 1 0,47 1 2,38 0,5%
L. hermanlenti 0 0 0 1 0 1 1 0,47 0 0 -
B. avellari 1 1 2 1 0 1 3 1,42 1 2,38 0,5%
Total 51 99 150 39 23 62 212 100,00 42 100,00 19,8%

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; Peri = peridomicilio; Extra = extradomicilio

As amostras positivas quando foram submetidas a digestdo por enzima de

restricdo Haelll (PCR/RFLP), apresentaram o padrdo de restricdo para o fragmento das

espécies de Le. infantum (N=11), Le. braziliensis (N=13), Le. amazonensis (N=5), Le.

mexicana (N=1), Leishmania sp. (N=1), que nado foi possivel identificar ao nivel especifico e
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infeccdo mista das espécies Le. infantum/Le. braziliensis (N=3), Le. infantum/Le.

amazonensis (N=7), Le. lainsoni/Le. naiffi (N=1) (Figura 13).

Figura 13. Gel de poliacrilamida 5% corado por nitrato de prata, mostrando os produtos
amplificados com ITS1 e digeridos com Haelll. M: Marcador Molecular 25bp (PROMEGA);
Linhas I-X controles positivos: I — Le. amazonenses; 11 — Le. mexicana; 111 — Le. guyanensis;
IV- Le. braziliensis; V — Le. lansoni; V1 — Le. naiffi; VII — Le. shawi; VIII- Le. infantum; XI —
Le. infantum/Le. braziliensis; X — Le. infantum/Le. amazonensis. Amostras 02-212: fémeas de
flebotomineos positivas para Leishmania spp., exceto amostra 144 positiva para Leishmania

sp.

M | nm w v v vl v XI X 2 3 5 2 28 30 35 37 39 51 61 B84 88 102 104 107 110
= L1 b - Tgw -
-
g & . - : ala &
:ﬂ — e ﬁ — G RS S —" el Rl )
—_— =
Tean
- — — — - - — - -— e
-
25ph_ — — | — —— - — — - —
M 1M1 114 415 116 119 121 122 124 125 126 127130 131 139 143 144 164166 178 197 199 201 202 203 212
=) - - - 3 -
m—
E L= — — i | — =
—
—
i e
—— - o — - e sms = e S —
25ph ——— — e ———— - -
— -

pb = pares de bases

A ocorréncia de flebotomineos infectados com essas espécies de Leishmania,
foram detectados, tanto no peridomicilio como no extradomicilio, em nove espécies de
flebotomineos do bairro Piraja, L. longipalpis (N=8), L. whitmani (N=10), L. evandroi (N=3),
L. lenti (N=1), L. saulensis (N=1), L. flaviscutellata (N=2), L. rabelloi (N=3), L. intermedia
(N=1) e B. avellari (N=1) e em 3 espécies do Itapecuruzinho, L. longipalpis (N=6); L.
whitmani (N=5) e L. lenti (N=1) (Tabelas 14 e 15).

Das 42 amostras positivas, 31 apresentaram infec¢do por um espécime de
Leishmania e 11 apresentaram infeccdo mista, ou seja, duas espécies Leishmania em um
Unico inseto, apresentadas nas tabelas 14 e 15.

Considerando o total de 31 espécimes de Leishmania detectadas, verificou-se que
a maior parte das infeccdes naturais foi encontrada por Le. braziliensis (41,9%; N=13), nas
espécies de flebotomineos, L. longipalpis (N=6), L. whitmani (N=2), L. saulensis (N=1), L.
flaviscutellata (N=2), L. rabelloi (N=1) e L. intermedia (N=1), seguida pela Le. infantum
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(35,5%; N=11) encontrada nas espécies L. longipalpis (N=1), L. whitmani (N=9) e L.
evandroi (N=1). A infecc¢do por Le. amazonensis (16,1%; N=5) foi encontrada somente nos
flebotomineos L. longipalpis (N=3), L. whitmani (N=1) e L. lenti (N=1). Em relacdo a espécie
Le. mexicana (3,2%; N=1) foi encontrada apenas em B. avellari (N=1) e uma espécie de
Leishmania sp. (3,2%) foi detectada na L. rabelloi (N=1) (Tabela 14).

Em relacdo as infec¢des mista, no total de 11 exemplares, a Le. infantum/Le.
amazonensis (63,6%; N=7) foi a mais encontrada em flebotomineos, nas espécies L.
longipalpis (N=2), L. whitmani (N=2), L. evandroi (N=2) e L. lenti (N=1), seguida da Le.
infantum/Le. braziliensis (27,3%; N=3) em L. longipalpis (N=2) e L. whitmani (N=1). A Le.
lainsoni/Le. naiffi (9,1%; N=1) foi encontrada em L. rabelloi (N=1) (Tabela 15).

Em relacdo aos locais de coleta, verificou-se que infeccdes por Leismania foram
mais encontradas no extradomicilio (N=19), que no peridomicilio (N=12). Quanto as
infeccOes mistas, verificou-se o contrdrio, pois foram mais encontradas no peridomicilio
(N=6) que no extradomicilio (N=4) (Tabelas 14 e 15).

O espécime de flebotomineo L. lenti foi encontrado infectado com Leishmania
somente no peridomicilio do bairro Itapecuruzinho, ja as espécies L. longipalpis, L. whitmani
e L. evandroi foram encontradas infectadas com Leishmania nos dois locais de coleta em
ambos os bairros. As espécies L. saulensis, L. flaviscutellata, L. rabelloi, L. intermedia e B.
avellari foram encontradas naturalmente infectadas apenas no extradomicilio do bairro Piraja.
As infecgdes por Leishmania e infeccdes mistas nos flebotomineos examinados, estdo

ilustradas nas tabelas 14 e 15, separadamente por bairro e por local de coleta.
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Tabela 14. Fémeas de flebotomineos ingurgitadas naturalmente infectadas por Leishmania spp., separadas por local de
coleta, peridomicilio e extradomicilio, nos bairros Pirajé e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias, Maranhdo, 2015.

Espécies de Leishmania identificadas (PCR-RFLP)

. L . Fémeas Amostras
Bairro/Espécie . e . e . . . .
examinadas positivas Le. infantum Le. braziliensis Le. amazonensis Le. mexicana Leishmania sp.
Piraja N N P E P E P E P E P E
L. longipalpis 30 6 1 0 1 1 2 1 0 0 0 0
L. whitmani 37 8 2 4 1 1 0 0 0 0 0 0
L. evandroi 11 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
L. lenti 5 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
L. saulensis 5 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
L. flaviscutellata 10 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
L. rabelloi 22 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
L. intermedia 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
B. avellari 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Outras espécies 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. 3 5 2 7 3 1 0 1 0 1
Totals (%) 150 23 8 (34.8) 9(39,1) 4(17.3) 1(44) 1 (4.4)
Itapecuruzinho N N | E P E | E P E P E
L. longipalpis 30 4 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0
L. whitmani 16 4 1 2 0 0 1 0 0 0 0 0
Outras espécies 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. 1 2 2 2 1 0 0 0 0 0
Totais (%) 62 8 3(37,5) 4 (50,0) 1(12,5) - -
4 7 4 9 4 1 0 1 0 1
Total geral (%) 212 31 11 (35.5) 13 (41,9) 5(16,1) 1(32) 1(32)

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia; Le. = Leishmania; N = nimero amostral; P = peridomicilio; E = extradomicilio
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Tabela 15. Fémeas de flebotomineos ingurgitadas com infec¢dao mista por duas espécies de
Leishmania em um Udnico inseto, separadas por local de coleta, peridomicilio e extradomicilio,
nos bairros Pirajé e Itapecuruzinho, no municipio de Caxias, Maranhao, 2015.

Infeccao mista por Leishmania identificadas (PCR-RFLP)

Fémeas Amostras

Bairro/Espécie examinadas positivas Le. infantum/ Le. infantum/ Le. lainsoni/
Le.braziliensis Le. amazonensis Le. naiffi
Piraja N N P E P E P E
L. longipalpis 30 2 0 2 0 0 0 0
L. whitmani 37 2 0 0 1 1 0 0
L. evandroi 11 2 0 0 2 0 0 0
L. rabelloi 22 1 0 0 0 0 0 1
Outras espécies 50 0 0 0 0 0 0 0
0 2 3 1 0 1
Total (%) 150 ! 2(28.6) 4(57.1) 1(14.3)
Itapecuruzinho N N P E | E P E
L. longipalpis 30 2 0 0 2 0 0 0
L. whitmani 16 1 0 1 0 0 0 0
L. lenti 2 1 0 0 1 0 0 0
Outras espécies 14 0 0 0 0 0 0 0
0 1 3 0 0 0
Total (%) 62 4 1(25.0) 3(75.0) 0
0 2 6 1 0 1
Total geral (%) 212 11 3(27.3) 7(63.6) 109.1)

L. = Lutzomyia;Le. = Leishmania; N = nimero amostral; P = peridomicilio; E = extradomicilio
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5 DISCUSSAO

Na presente pesquisa, verificou-se elevada abundancia (N=16.332) de
flebotomineos e a identificagdo de uma diversidade de espécies (20), com todas essas, exceto
a B. avellari, pertencentes ao género Lutzomyia. Esse género € importante por possuir ampla
distribuicao no Brasil, contendo grande nimero de espécies de flebotomineos conhecidas,
compreendendo aquelas envolvidas na transmissdo de espécies de Leishmania (RANGEL;
LAINSON, 2003; BRASIL, 2014).

As espécies L. longipalpis, L. whitmani, L. evandroi e L. lenti predominaram em
ambos os bairros pesquisados, Piraja e Itapecuruzinho, corroborando com Guimaraes-e-Silva
et al. (2012), em uma pesquisa, também, realizada no municipio de Caxias.

Outros autores também indicaram a predominancia dessas espécies em regides
diferenciadas do Estado como: Silva et al. (2015a) em Codé; Silva et al. (2010a) em
Chapadinha; Martin e Rebélo (2006) em uma pesquisa realizada no municipio de Santa
Quitéria; Penha et al. (2013) em Tirirical e Pereira Filho et al. (2015) em dois municipios,
Barreirinhas e Santo Amaro.

A predominancia de L. longipalpis, L. whitmani, L. evandroi e L. lenti, nas areas
investigadas € devido a atracdo desses insetos pelos animais domésticos como cdo, galinha,
porco entre outros, presentes nessas areas antropizadas, que nos ultimos anos vém sofrendo
modificagdes em sua vegetacao para construgdo de residéncias. Esses dados corroboram com
Guimaraes (2016), que ao estudar a fonte limentar dessas espécies na mesma regido do
presente estudo, também verificou a frequéncia abundante de L. longipalpis, L. whitmani, L.
evandroi e L. lenti em areas com presencga de animais domésticos.

Rebélo et al. (1999a), ao estudarem espécies de flebotomineos da Ilha de Sdo Luis
no Maranhdo, verificaram que, de todas as espécies desses insetos, a L. longipalpis é a mais
frequente no ambiente domiciliar e provavelmente a melhor adaptada ao convivio com o
homem e os animais domésticos. Estes resultados estdo em consonancia com os estudos de
Spada (2014) em Sao Paulo e Vianna et al. (2016) em Minas Gerais que também,
demonstraram esta espécie como domiciliada e sempre proxima a uma fonte de alimento
como: o cdo doméstico, galinha, porco, dentre outros.

Virios estudos tém demonstrado que a ocorréncia de L. whitmani no peridomicilio
estd altamente adaptada as condi¢cdes humanas (TEODORO et al. 1998; OLIVEIRA et al.
2000; LEONARDO; REBELO, 2004; SILVA et al. 2010a; VILELA et al. 2011; VIEIRA et
al. 2015; SALES et al. 2015). Esses resultados estdo de acordo com Pereira Filho et al.

(2015), que demonstram a presenca de L. whitmani e L. longipalpis no peridomicilio das
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residéncias no entorno do Parque Nacional dos Leng6is, no Maranhdo. E importante ressaltar
que estas espécies estdo envolvidas na transmissdo dos agentes etioldgicos de LTA e LVA em
diversas areas endémicas do Brasil (LAINSON; RANGEL, 2005; MACEDO et al. 2008;
BRASIL, 2010; BRASIL 2014).

Quanto a espécie L. evandroi, é um flebotomineo antropofilico amplamente
distribuido no Brasil, associado a ambientes peridomiciliares (SHERLOCK, 1996; REBELO
et al. 2000). Foi encontrada nos mesmos ecotopos que L. longipalpis por Cortez et al. (2007)
e Amoéra et al. (2010) no Rio Grande do Norte, e no Maranhao por Silva; Carvalho e Souza
(2012).

Neste estudo, a L. lenti, também, foi encontrada em dreas peridomésticas,
corroborando com Oliveira et al. (2003) em uma pesquisa realizada na zona urbana da Cidade
de Campo Grande, Mato Grosso do Sul e Régo et al. (2015) no municipio de Sdo Jodo das
Missdes em Minas Gerais.

No Mato Grosso do Sul, a L. lenti foi intimamente associada a abrigos de animais
domésticos em dreas rurais no municipio de Corguinho, por Galati et al. (1996). Além disso,
Sherlock (1996) relata que esta espécie juntamente com a L. evandroi sdo altamente
antropofilicas, mas geralmente preferem se alimentar do sangue de cies domésticos.

A ocorréncia de algumas espécies de flebotomineos em dreas urbanas deve-se a
capacidade desses insetos de se adaptarem em &reas onde o processo de urbaniza¢do causa
modificagdes nos seus habitats naturais. Este fendmeno leva a uma reducdo dos espagos
ecologicos dos flebotomineos, do nimero de animais silvestres, expondo os seres humanos e
cdes domésticos a se tornarem fontes alternativas de alimentagdo para esses insetos
(XIMENES et al. 2007; BRASIL, 2014). Nesse contexto, a capacidade de adaptacdo das
espécies descritas acima, predominantes nas duas dreas do presente estudo, pode estar
relacionada com a capacidade alimentar eclética dessas espécies, com habilidade de picar o
homem, o cfo, as aves e outros animais (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

Todas as espécies identificadas nesta pesquisa ja foram encontradas em outras
dreas do Maranhio (REBELO et al. 1996; REBELO et al. 1999a; REBELO et al. 1999b;
SILVA et al. 2015a; MORAIS et al. 2015). A espécie L. gomezi, encontrada nas duas dreas
pesquisadas, é o primeiro registro de ocorréncia para o municipio de Caxias, sendo esta de
interesse médico, pois foi comprovada na transmissio de LTA no Equador, Panami e
Venezuela (WALTERS et al. 1989; FELICIANGELI;, RABINOVICH, 1998; JORQUERA et
al. 2005; SHARMA; SINGH, 2008; VALDERRAMA; TAVARES; ANDRADE FILHO,

2011). No Brasil pode ser que L. gomezi participe na transmissdo da LTA na regido
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amazoOnica brasileira, ja que foi encontrada naturalmente infectada com Le. shawi na Floresta
Nacional do Tapajos (SOUZA et al. 2016).

Outra espécie, também, encontrada nas duas areas pesquisadas foi a L. rabelloi,
que representa o primeiro registro de ocorréncia para o estado do Maranhdo, no nordeste
brasileiro. A L. rabelloi nao é considerada uma espécie vetora de Leishmania sp. (AGUIAR;
MEDEIROS, 2003). Esta espécie foi descrita como novo registro de ocorréncia para o estado
de Sao Paulo por Galati e Gomes (1992) e Galati et al. (2007).

As dareas pesquisadas exibem fitofisionomias diferentes, apresentando maior
abundancia de flebotomineos no bairro Piraja, que correspondeu a 83,99% dos flebotomineos
coletados. Isso pode ser explicado pela presenca do riacho préximo aos quintais das
habitacdes, com distancia de aproximadamente 4m, onde foram instaladas as armadilhas,
apresentando fitofisionomia mais Umida e com a maioria dos pontos de coleta pouco
perturbadas, com vegetacdes fechadas ao redor das residéncias.

Além disso, em todas as residéncias desse bairro, possuem criacdo de animais
domésticos como: porco, galinha, cdo, cavalo, bode, entre outros. Segundo Silva et al. (2008),
a frequéncia e a densidade de flebotomineos no ambiente antropico parece depender do grau
de degradacdao dessas dreas e da existéncia de fontes alimentares representadas,
principalmente, pela criacdo de animais domésticos € como o comportamento original dos
flebotomineos € silvestre, a distribuicdo e a abundancia das espécies sofrem influéncia direta
das areas com matas.

Os pontos de coleta do bairro Itapecuruzinho, que correspondeu a 16,01% de
insetos coletados, encontram-se em uma distdncia consideravel de cursos d’agua, com
aproximadamente 300 m do rio Itapecurd. Além do mais, as residéncias desse bairro se
configuram em quintais agroflorestais, apresentando areas mais abertas, ou seja, vegetacao
fragmentada entre as residéncias sujeita a receber mais calor, demonstrando que esse
ambiente sofre mais acdes antrdpicas que o bairro Piraja.

As espécies L. longipalpis, L. whitmani, L. evandroi, L. lenti, L. gomezi, L.
flaviscutellata, L. rabelloi e L. antunesi foram mais representativas no bairro Pirajd que no
Itapecuruzinho. A L. flaviscutellata € considerada estritamente silvestre, com pouca
antropofilia, de habito alimentar essencialmente noturno e de ocorréncia principalmente em
florestas residuais baixas, geralmente imidas e de dificil acesso para 0 homem (LAINSON,
1985). No entanto, esta espécie invade ocasionalmente, os quintais das casas situadas muito

proximas das florestas primdrias e secunddrias (LAISON; RANGEL, 2005).
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No bairro Itapecuruzinho, L. flaviscutellata foi registrada somente no
extradomicilio, caracterizado pela presenca de vegetacdo, corroborando com Rebélo et al.
(1999a) e Silva et al. (2010b), que também, encontraram esta espécie mais frequente em areas
de mata. Porém, esta espécie, apesar de preferir sangue de certos animais silvestres, pode se
adaptar a ambientes antropizados e tornar-se peridoméstica (RANGEL; COSTA;
CARVALHO, 2014).

Portanto, apesar da espécie L. flaviscutellata ser encontrada com menor
frequéncia no peridomicilio das 4reas estudadas, sua importancia na epidemiologia da LTA
ndo pode ser desconsiderada, uma vez que € o vetor comprovado de L. amazonensis, o agente
etiol6gico responsdvel pela maioria dos casos de Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) no
estado do Maranhao (COSTA et al. 1992; SALDANHA et al. 1992).

Em relacdo a distribui¢ao dos flebotomineos quanto ao sexo na presente pesquisa,
os machos predominaram em relacdo as fémeas, corroborando com vdrios trabalhos
realizados no Maranhdo (REBELO et al. 1999b; BARROS:; REBELO e SILVA, 2000;
MARTIN; REBELO, 2006; GUIMARAES-E-SILVA et al. 2012; PENHA et al. 2013). Na
maioria dos estudos envolvendo coletas de flebotomineos com uso de armadilhas luminosas
tipo CDC hé maior predominancia dos machos, que sdo mais atraidos pela fonte luminosa da
armadilha, j4 as fémeas estdo em busca de fonte alimentar e muitas, ja ingurgitadas, tendem a
permanecer proximas ao local de repasto devido ao peso apds a alimentacdo e, assim,
escapam da atracdo das armadilhas (BARRETTO, 1943; AGUIAR et al. 1985; PENHA et al.
2013; AMORIM et al. 2015).

Outra hipétese, € que se as armadilhas foram colocadas préximo aos criadouros, é
de se esperar que capture mais machos devido a estes nascerem antes das fémeas. H4 também,
a possibilidade de que os machos sejam atraidos as armadilhas quando acompanham as
fémeas para a copula, ja que machos de flebotomineos formam agregados com o propdsito de
acasalamento (BARRETTO, 1943; AGUIAR et al. 1985; OLIVEIRA et al. 2010).

Quanto ao local de coleta, geralmente em ambientes rurais ou de mata, a
diversidade de espécie tende a ser maior do que a ambientes peridomiciliares (SILVA et al.
2008; SARAIVA et al. 2010; VILELA et al. 2011; MACHADO et al. 2012). Isso justifica os
resultados encontrados no presente estudo, pois o extradomicilio foi frequentado por todas as
20 espécies, sendo que as L. sallesi, L. abonnenci, L. aragaoi e L. begonae foram capturadas
somente nesse ambiente. Pelo fato das dreas do peridomicilio serem mais afetadas pela
intervencdo humana, isso provavelmente dificulta a adaptacdo de algumas espécies de

flebotomineos para essas localidades (REGO et al. 2014).
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A espécie L. gomezi, durante o periodo chuvoso do bairro Pirajd, foi encontrada
significamente com maior frequéncia no extradomicilio. Vilela et al. (2011) quando
estudaram os flebotomineos em dareas rurais e urbanas no estado do Tocantins, nio
encontraram esta espécie no ambiente urbano. No entanto, estudos t€ém mostrado que o
desmatamento e a perda de habitat natural t€ém causado a adaptacdo desta espécie em dreas
peridomiciliares, alimentando-se em uma grande variedade de animais domésticos (TRAVI et
al. 2002; VALDERRAMA; TAVARES; ANDRADE FILHO, 2011). Em outro estudo de
Valderrama, Tavares e Andrade Filho (2014), também se verificou a capacidade de migrag¢ao
e adaptacdo dessa espécie a ambientes perturbados pelo homem quando estudaram a
populacdo de L. gomezi no Panama, situado na América Central.

No peridomicilio, a frequéncia de espécimes de flebotomineos foi maior, com
59,14% dos exemplares coletados. Esse resultado também, foi relatado em vdrios trabalhos
realizados no Maranhdo, com frequéncia de flebotomineos capturados, principalmente em
4reas com presenga de animais domésticos (REBELO et al. 1999a; REBELO et al. 1999b;
REBELO et al. 2000; GUIMARAES-E-SILVA et al. 2012; SILVA et al. 2015a). E em outras
regides do Brasil, como no estado do Parand (CERINO; TEODORO; SILVEIRA, 20009;
SANTOS et al. 2016), no estado do Mato Grosso do Sul (ALMEIDA et al. 2010b) e no estado
do Rio Grande do Norte (AMORIM et al. 2015).

O predominio de espécimes nesse ambiente pode ser explicado pela presenca
abundante de animais domésticos no peridomicilio das areas pesquisadas, pois sdo fontes de
alimento para os flebotomineos adultos, além disso, areas de peridomicilio possuem
disponibilidade de abrigo para os flebotomineos, bem como a matéria organica para o
desenvolvimento de estdgios imaturos (REGO et al. 2014).

Vale ressaltar que as espécies L. longipalpis € L. whitmani foram representadas
por 56% dos espécimes coletados no peridomicilio, que sdo altamente adaptadas a esse tipo de
ambiente. Martin e Rébelo (2006) no Maranhao e Andrade et al. (2014) no Mato Grosso do
Sul, também encontraram essas duas espécies mais frequentes no peridomicilio.

Nesse contexto, o encontro de abundiancia elevada de flebotomineos em
ambientes peridomiciliares, atraidos pelos animais domésticos, facilita o risco de exposicao de
flebotomineos vetores, e com a proximidade desses animais domésticos das residéncias,
aumenta o risco de infec¢do para os moradores da regido (CUNHA et al. 1995; BRASIL,
2014).

Porém, de acordo com Barros et al. (2014), a presenca de animais domésticos

pode servir com uma barreira atrativa ou protetora, dependendo da distancia do animal
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doméstico para as residéncias, pois estes autores observaram que a presenca de galinheiro
proximo as residéncias aumenta a presenca de flebotomineos no intradomicilio, € com o
distanciamento do referido abrigo das residéncias, a freqiiéncia desses insetos diminui
drasticamente no intradomicilio.

Ainda em relacdo aos locais de coleta, duas espécies de interesse médico a L.
intermedia e L. antunesi foram capturadas em ambos os ambientes, no peridomicilio e
extradomicilio. A L. intermedia € considerada antropofilica e comprovada como vetor
potencial de L. braziliensis, também ja foi infectada experimentalmente com L. infantum,
podendo ser considerada como vetor alternativo em potencial de LVA, no Brasil (RANGEL,;
LAISON, 2003). A L. antunesi € considerada silvestre, e foi encontrada infectada por
Leishmania spp. em dreas endémicas para leishmaniose no estado do Pard, por Ryan et al.
(1984) e Silveira et al. (1991), e na Colombia por Véasquez (2008).

Quanto a distribuicao mensal dos flebotomineos, na presente pesquisa estes foram
capturados em todos os meses do estudo, como constatado também em outros trabalhos
(REBELO et al. 2001; MARTINS et al. 2004; MARTIN; REBELO, 2006; MACEDO et al.
2008; MORAIS et al. 2015). Estudos t€m demonstrado que a maioria das espécies de
flebotomineos tende a aparecer nos meses mais quentes e imidos (GOMES; GALATI, 1977,
GOMES; GALATI, 1989; TEODORO et al. 1993; TEODORO et al. 2001).

No bairro Piraja a maior frequéncia de flebotomineos foi representada pelos meses
de janeiro e julho, que apresentaram valores significativos, possivelmente coincidindo com
temperaturas elevada e indice pluviométrico relativamente baixos, pois nos meses de janeiro e
julho de 2015 foram registrados, no momento da coleta, temperaturas acima de 20°C com
indice pluviométrico mensal de 41,1mm. No bairro Itapecuruzinho constatou-se que somente
o més de janeiro obteve maior ocorréncia de flebotomineos, porém ndo apresentou
significancia estatistica.

Em outros trabalhos realizados no Maranhdo como o de Martin e Rebélo (2006),
verificou-se que os meses com maior frequéncia de flebotomineos foram outubro, setembro,
dezembro, na estagdo de estiagem, e abril, na estacdo chuvosa. J4 Morais et al. (2015)
verificaram que agosto foi 0 més com maior concentragdo de espécimes. Em outras regides do
Brasil, os meses de maior abundancia de flebotomineos foram: fevereiro e abril em Manaus
(PEREIRA-JUNIOR, 2014); marco no Ceard (MACEDO et al. 2008); janeiro e marco no
Mato Grosso do Sul (ALMEIDA et al. 2010b); junho, setembro, novembro e dezembro em
Minas Gerais (REGO et al. 2014); e 0 més de janeiro no Rio de Janeiro (VIEIRA, 2014).
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Neste estudo, das 20 espécies de flebotomineos identificadas, 13 foram
classificadas como constantes, espécies presentes em mais de 50% dos meses, dentre estas a
L. longipalpis e a L. whitmani, principais vetores da LVA e LTA no Brasil, ocorreram
rigorosamente em todos os meses de estudo. Esses resultados corroboram com os de Vilela et
al. (2011) no estado de Tocantins que também, encontraram estas espécies durante todo
periodo de estudo em ambiente peridomiciliar. Isso mostra o potencial de adaptacdo destas
espécies a ambientes urbanos. De acordo com Penha et al. (2013) o dominio das espécies
constantes e acessorias sobre as acidentais € explicado pelas caracteristicas ambientais da drea
pesquisada, se é antropizada, com vegetacdo degradada, dentre outros, além da influéncia dos
fatores climdticos (temperatura, umidade e pluviosidade), na frequéncia sazonal dos
flebotomineos.

Quanto a sazonalidade, no bairro Pirajé, o periodo seco obteve maior niimero de
flebotomineos capturados, que no periodo chuvoso. Esses resultados corroboram com os de
outros estudos realizados no estado do Maranhdo que também verificaram maior captura de
flebotomineos no periodo seco (MARTIN; REBELO, 2006; MARTINS et al. 2011; MORAIS
et al. 2015) e em outras regides do Brasil como no Parand (CERINO; TEODORO;
SILVEIRA, 2009), Mato Grosso do Sul (ALMEIDA et al. 2010b) e Sdo Paulo (SPADA,
2014). A intensidade das chuvas, com ocorréncia forte, pode ser um fator que afeta a
quantidade de insetos capturados no periodo chuvoso, pois chuvas intensas podem prejudicar
o desenvolvimento dos flebotomineos, podendo interferir nos criadouros, eliminando as
formas jovens, como também afetar as populacdes de adultos (FARIAS, 2014).

Em relacdo ao bairro Itapecuruzinho, verificou-se o contrario, pois a prevaléncia
de flebotomineos no periodo chuvoso foi maior corroborando com Barros, Rebélo e Silva
(2000), Marinho et al. (2008) e Silva et al. (2012), no Maranhao; Macedo et al. (2008) no
Ceard; Machado et al. (2012) em Tocantins e Régo et al. (2014) em Minas Gerais, que
também encontraram maior ocorréncia de flebotomineos no periodo chuvoso.

Segundo Martins et al. (2011) e Penha et al. (2013), na maioria dos estudos
realizados em diferentes localidades do Maranhao, a abundancia de flebotomineos geralmente
€ maior durante o periodo chuvoso, que de um modo geral propicia a proliferacdo de insetos,
devido a maior umidade, alta temperatura e disponibilidade de alimento. Porém, tal ocorréncia
ndo constitui um padrao determinado no estado (MORALIS et al. 2015).

Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos no presente estudo a

respeito da distribuicdo sazonal dos flebotomineos, devem também serem analisados os
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fatores climaticos como pluviosidade, temperatura e umidade, separadamente por darea
pesquisada, ja que em cada area do presente estudo ocorreram variagdes climaticas diferentes.

No Pirajd somente no periodo chuvoso, a andlise de correlacdo da coleta de
flebotomineos com os fatores climaticos, demonstrou que apenas a Umidade maxima (Uméx.)
apresentou correlagdo forte e negativa com o nimero de flebotomineos, mostrando que estes
diminuiam conforme a umidade maxima aumentava. No Itapecuruzinho, observou-se que,
apenas no periodo seco a Umdx. obteve correlacdo moderada e negativa entre o nimero de
flebotomineos, mostrando que a quantidade de insetos diminuiam conforme a Umaéx.
aumentava. Esses resultados demonstram que os flebotomineos s@o sensiveis as variagdes da
umidade. Segundo Ovallos (2011), os flebotomineos adultos costumam procurar abrigos para
se protegerem quando a umidade do ambiente estd alta. Isso provavelmente impediu a atracao
de elevada abundancia desses insetos para as armadilhas no Piraja durante o periodo chuvoso
e no Itapecuruzinho durante o periodo seco.

Em relacdo aos outros fatores climdticos como a pluviosidade e temperatura, tanto
no periodo chuvoso como no seco, ndo se correlacionaram com a abundancia dos
flebotomineos em ambos os bairros estudados. De acordo com a literatura, esses fatores
climéticos, influenciam a populacdo de flebotomineos de modo varidvel, dependendo da
regido analisada e do tempo de investigacdo que € no minimo, dois anos consecutivos para
apresentarem dados confidveis e consistentes (DIAS et al. 2007; REGO et al. 2014).

No trabalho de Silva et al. (2015a), realizado em um periodo de um ano de estudo,
no municipio de Codo, houve correlagdo negativa entre a densidade dos flebotomineos com a
umidade e positiva com a temperatura, mas nao houve correlacdo com a pluviosidade.

No entanto, em Minas Gerais no municipio de Porteirinha em um periodo de dois
anos de estudo, houve correlacdo negativa entre o nimero de flebotomineos capturados com a
pluviosidade e umidade (BARATA et al. 2004). Em Belo Horizonte, no estudo de dois anos,
foram encontradas correlacdes significativas e positivas entre a densidade populacional da
espécie L. longipalpis com a precipitacio e temperatura (LARA-SILVA et al. 2015).

No Estado do Mato Grosso do Sul, Oliveira et al. (2010), no periodo de seis anos
de pesquisa, evidenciaram correlacio negativa com o numero de flebotomineos e a
pluviosidade, Brito et al. (2014), em um ano de estudo, demonstraram correlacio moderada
com a temperatura e Almeida et al. (2010b) em dois anos de estudo, obteve correlacio
significativa positiva com a temperatura maxima e umidade.

Em trabalhos realizados no Maranhdao e Minas Gerais, ambos realizados durante

um ano, verificaram que ndao houve correlacdo entre a variacdo de espécimes de
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flebotomineos distribuidos ao longo do ano com os fatores climaticos (REBELO et al. 2001;
DIAS et al. 2007; MARINHO et al. 2008).

O estudo da distribui¢do sazonal e a influéncia dos fatores climaticos com a
densidade de flebotomineos se faz importante para a compreensdao da interacdo entre os
flebotomineos e seu habitat, assim como da dindmica de transmissdo das leishmanioses
visando a implementa¢do dos métodos de controle vetorial nos periodos mais propicios de
reprodugdo desses insetos em determinada drea (SARAIVA et al. 2006; MARTIN; REBELO,
2006; MACEDO et al. 2008; MICHALSKY et al. 2009).

Em relacio a identificagdo de flebotomineos naturalmente infectados com
espécies de Leishmania, na presente pesquisa, obteve uma Taxa de infec¢do Natural (TN)
para drea de estudo de 19,8% em 212 fé€meas de flebotomineos examinadas. Em outros
estudos, no municipio de Sdo Jodo das missdes em Minas Gerais, foi detectado por Régo et al.
(2015) uma TN de 1,8% em 1.289 fémeas examinadas, Michalsky et al. (2011) no municipio
de Janauba, estado de Minas Gerais detectou TN de 3,9% em 155 amostras testadas, Paiva et
al. (2010) no Mato Grosso do Sul a TN foi de 1,6%, e Pereira-Junior (2014) no municipio de
Tefé, Amazonas obteve TN de 0,83% em 1.679 fémeas analisadas.

A maior parte das infec¢des em flebotomineos foi encontrada por Le. braziliensis
com 41,9%, detectada nas espécies L. longipalpis, L. whitmani, L. saulensis, L. flaviscutellata,
L. rabelloi e L. intermedia. O extradomicilio foi mais prevalente com nove espécimes desse
parasita contra quatro espécimes encontrados no peridomicilio. Este estudo é o primeiro
registro no Maranhdo de Le. braziliensis em L. saulensis, L. flaviscutellata, L. rabelloi e L.
intermedia.

A Le. braziliensis também foi encontrada em L. whitmani em vérias regides do
Brasil, no estado do Ceard por Queiroz et al. (1994), no Parand por Luz et al. (2000), no
Maranhao por Oliveira-Pereira et al. (2006), no Mato Grosso do Sul por Paiva et al. (2010) e
em Minas Gerais por Lana et al. (2015).

Esse parasito € a principal espécie envolvida com a etiologia da LTA em toda
América Latina desde a América Central até o norte da Argentina. No Brasil, € encontrada em
todas as zonas endémicas do pais, transmitida por diferentes espécies de flebotomineos tais
como, L. whitmani, L. complexa, L. intermedia, L. wellcomei, L. migonie e L. neivai
(BRASIL, 2010; BRITO et al. 2012; GONTIJO; CARVALHO, 2003; LACERDA, 1994).

Nesse cendrio, o encontro de infec¢do por Le. braziliensis em L. whitmani e L.
intermedia, vetores desta espécie de Leishmania, pode favorecer a ocorréncia do ciclo de

transmissao no municipio de Caxias, pois no ano de 2015 foram registrados 29 casos de LTA
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na cidade (SINAN, 2015). Pode ser que a L. intermedia, ndo responda pela capacidade
vetorial nas dreas pesquisadas, especialmente porque neste estudo a abundancia desta espécie
foi relativamente baixa. Segundo BRASIL (2014), um dos requisitos para uma espécie de
flebotomineo ser considerada vetora é sua presenca abundante na natureza. Porém, no
presente estudo esse achado ndo deve ser desconsiderado, pois esta espécie € um importante
vetor da LTA no sudeste do Brasil (GOMES; GALATI, 1989; SILVA et al. 2010).

Vale ressaltar que a L. intermedia é uma espécie bem adaptada a varios habitats,
desde florestas a ambientes modificados pelo homem, onde o desmatamento estd mudando
gradualmente o perfil epidemioldgico (LAINSON; RANGEL, 2003), como é o caso do
municipio de Caxias que vem passando, nos ultimos anos, por mudangas ambientais para a
constru¢do de residéncias, industrias, shopping, entre outros.

A espécie L. longipalpis, também foi encontrada infectada com Le. braziliensis
por Paiva et al. (2006; 2010) no Mato Grosso do Sul e por Lana et al. (2015) e Lara-Silva et
al. (2015) em Minas Gerais. De acordo com Lainson (2010), ndo ha informag¢des sobre a L.
longipalpis transmitir outra espécie de Leishmania que ndo seja a Le. infantum.

Em relacdo a Le. infantum, esta foi a segunda espécie de Leishmania mais
prevalente com 35,5% dos parasitos encontrados neste estudo. Foi encontrada tanto em
fémeas de L. longipalpis, seu principal vetor no Brasil, como também em L. whitmani e L.
evandroi, que nao sdo vetores desse parasito. Provavelmente isso aconteceu devido ao fato
dessas espécies de flebotomineos se alimentarem das mesmas fontes alimentares (animais
domésticos ou silvestres) que, possivelmente estavam infectados com a Le. infantum.

A TN obtida de Le. infantum em L. whitmani foi de 2,8%, maior que a TN da
espécie vetor, L. longipalpis que foi 1,7%. Vale ressaltar que a Le. infantum foi encontrada
em L. whitmani, tanto no pridomicilio (N= 3) como no extradomicilio (N= 6) dos dois bairros,
e somente em um espécime de L. longipalpis apenas no peridomicilio do bairro Piraj4.

Os vetores podem ser divididos em vetores especificos (sdo aqueles que permitem
o crescimento de apenas uma espécie de Leishmania) e vetores permissivos (suportam o
desenvolvimento de mais de uma espécie) (WHO, 2010). Algumas barreiras naturais
existentes dentro do flebotomineo vao conduzir a refracio ou susceptibilidade do inseto a
infeccdo (READY, 2013).

Diante disso, a Le. infantum e outras espécies de Leishmania podem infectar
diferentes espécies de flebotomineos, independentemente de seu vetor comprovado, mesmo
que experimentalmente, mas sem impacto sobre a transmissdo da doenca, sendo considerados

vetores permissivos, pois hd evidéncias consistentes sobre a especificidade de vetores para
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determinadas espécies de Leishmania (LAINSON; SHAW, 1998; SHERLOCK, 1997; VOLF,;
MYSKOVA, 2007; LANA et al. 2015).

No presente estudo, o achado de L. evandroi infectado com Le. infantum, é o
primeiro registro para o estado do Maranhdo. Em vérias regides do estado de Minas Gerais ja
foi relatada infeccdo natural de L. longipalpis com Le. infantum por Margonari et al. (2010)
em Divindpolis, Michalsky et al. (2011) no municipio de Janadba, Lara-Silva et al. (2015) em
Belo Horizonte, Lana et al. (2015) em Jaboticatubas e Régo et al. (2015) em Sao Jodo das
Missoes. Além disso, Saraiva et al. (2010) também em Minas Gerais encontraram tanto a L.
longipalpis como a L. whitmani infectados por esse parasito. No estado do Maranhao, na Ilha
de Sdo Luis, Soares et al. (2010) encontraram a espécie L. longipalpis infectado por Le.
infantum e no municipio de Caxias esse resultado foi detectado pela primeira vez por
Nascimento et al. (2013).

Segundo a literatura, a taxa de infec¢@o natural ndo justifica a alta transmissao da
doenca, pois a presenca de Leishmania no L. longipalpis é considerada baixa na natureza,
mesmo em dreas endémicas para LVA. Porém a deteccdo da taxa de infeccdo natural €
bastante relevante, pois possibilita verificar com precisdo quais as espécies de Leishmania
circulam nas 4reas investigadas. A capacidade vetorial do L. longipalpis baseia-se, no registro
de casos autéctones de LVA e na abundancia e distribui¢io espacial desse vetor com a drea de
ocorréncia de casos da doenca, confirmando sua participagdo no ciclo de transmissdo da LVA
(COSTA, 2011; MIRANDA et al. 2002; NASCIMENTO et al. 2013).

De acordo com Afonso (2013), a espécie L. longipalpis se apresenta como o elo
mais importante da cadeia de transmissdao da LVA e é, sem divida, um fator biolégico de
risco, absolutamente essencial no processo de transformacao do perfil epidemioldgico e no
incremento da urbanizagdo da doenca.

Quanto a Le. amazonensis, neste estudo foi detectada em trés espécies de
flebotomineos a L. longipalpis, L. whitmani e L. lenti. Esse parasito também ja foi encontrado
em L. longipalpis por Paiva et al. (2006) no Mato Grosso do Sul e em L. intermedia por Régo
et al. (2015) em Minas Gerais.

A Le. amazonensis ocorre em todas as regides do Brasil, do norte até o sul do pais
(BRASIL, 2010). A espécie de flebotomineo considerada vetora da Le. amazonensis,
principalmente na regido norte do Brasil, € a L. flaviscutellata (LAINSON; SHAW, 1968;
WARD et al. 1973; ARIAS et al. 1985; RYAN et al. 1987). No presente estudo esse

fleb6tomo foi encontrado infectado somente por Le. braziliensis.
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Neste estudo o encontro de L. lenti infectado por Le. amazonensis é o primeiro
registro para o estado do Maranhdo. Esta espécie foi encontrada infectada com Le. braziliensis
em Divindpolis no estado de Minas Gerais por Margonari et al. (2010) e por Paiva et al.
(2010) no Mato Grosso de Sul. A L. lenti encontra-se bem distribuia no Brasil e, apesar de
ndo ser uma espécie reconhecida como vetora de Leishmania € encontrada geralmente em
conjunto com L. longipalpis em areas com ocorréncia de LVA (BRASIL, 2014).

Segundo Sherlock (2003), no Continente Americano, somente as espécies de
flebotomineos do género Lutzomyia sao vetores de Leishmania. Porém, no presente estudo foi
detectado um B. avellari infectado por Le. mexicana, no extradomicilio do bairro Piraja, com
TN baixa de 0,5%.

As espécies do género Brumptomyia ndo sdo importantes na epidemiologia da
LTA e em sua totalidade, sugam o sangue de dasipodideos (tatus), sendo encontradas sempre
em folhas caidas no solo florestal e nas tocas destes animais (FILHO, 1942; DAMASCENO
et al. 1949; AGUIAR; MEDEIROS, 2003; ECKERT; SOUZA, 2010). A Le. mexicana é
endémica nos paises Belize, Guatemala e México, com registro de ocorréncia em Honduras,
Costa Rica e Sul dos EUA (BONFANTE-GARRIDO, 1983; LAINSON, 2010). Esse parasito
foi encontrado pela primeira vez no municipio de Caxias, em L. longipalpis, por Guimaraes-e-
Silva (2016).

Nao ha relatos na literatura do género Brumptomyia infectado com espécies de
Leishmania. Nardi (2010) em Paranapanema, S3o Paulo analisou amostras desse género, no
entanto foram negativas para presenca de DNA de Leishmania, portanto o presente estudo € o
primeiro registro de B. avellari com Le. mexicana. Sabe-se que tatus sdo reservatorios
silvestre de Leishmania sp. e também sdo fonte de alimento para o B. avellari (FILHO, 1942),
isso pode explicar esse achado. Provavelmente esse espécime se alimentou de um reservatorio
silvestre infectado com Le. mexicana. A presenca de Le. mexicana em apenas uma amostra de
B. avellari capturado no presente estudo deve ser melhor investigado aumentando o nimero
de amostras examinadas dessa espécie de flebotomineo, ja que foram examinados apenas trés
espécimes, com uma amostra positiva para Le. mexicana.

Com relacdo a amostra de Leishmania sp. a ndo identificagdo da mesma pode ter
ocorrido devido a pequena quantidade de DNA, inviabilizando a técnica de PCR-RFLP ou
nao foi possivel identificar o parasito presente no flebotomineo pela técnica empregada.

Ressalta-se neste estudo, o registro de infec¢des mistas, ou seja, duas espécies de
Leishmania em um unico flebotomineo. As espécies L. longipalpis e L. whitmani

apresentaram infeccdo mista com Le. infantum/Le. braziliensis, ¢ também com Le.
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infantum/Le. amazonensis encontradas no peridomicilio e extradomicilio em ambos os
bairros. Outras espécies de flebotomineos que também apresentaram infec¢do mista foram a
L. evandroi e L. lenti ambas infectadas com Le. infantum/Le. amazonensis, encontradas no
peridomicilio, a L. evandroi no Piraja e a L. lenti no Itapecuruzinho. A L. rabelloi, primeiro
registro de ocorréncia no estado do Maranhao, também foi encontrada com infec¢cdo mista por
Le. lainsoni/Le. naiffi somente no extradomicilio do bairro Piraja.

A Le. lainsoni, ocorre na regido norte (Pard, Roraima e Acre) e a Le. naiffi nos
estados do Pard e Amazonas. A Le. lainsoni foi isolada e caracterizada da paca (Agouti paca),
seu possivel reservatério e a Le. naiffi foi isolada e caracterizada em tatu (Dasypus
novemcinctus), deste modo, provavelmente a espécie apresentard uma distribuicdo geografica
muito mais ampla se acompanhar a deste hospedeiro (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
RANGEL; LAINSON, 2009; BRASIL, 2010).

No Maranhdo, na mesma regido do presente estudo, Guimaraes-e-Silva (2016)
relata o encontro de poucas infec¢des mistas com Le infantum e Le. braziliensis em duas
espécies de flebotomineos, L. whitmani e L. trinidadensis e infec¢do mista com Le. lainsoni/
Le. naiffi em L. longipalpis. Acredita-se que a ocorréncia e a frequéncia de infec¢do natural
por mais de uma espécie de Leishmania, especialmente em focos onde duas espécies se
sobrepdem, sdo mais comuns do que os casos reportados na literatura. Foi demonstrado que
em co-cultivo com mais de uma espécie de Leishmania, que a espécie dominante tende a
inibir o crescimento da outra espécie. O grau de deteccdo desse fendmeno ndo esta
inteiramente elucidado e provavelmente estd subestimado (IBRAHIM et al. 1994; PACHECO
et al. 1997).

Virios estudos realizados no Brasil relatam infeccdes mistas por Leishmania em
amostras isoladas de pacientes acometidos pela doenca e em reservatdrios silvestres e
domésticos: Silveira et al. (1984), em amostras de pacientes provenientes do Para,
identificaram infeccdo mista com Le. braziliensis/Le. amazonensis; Brito et al. (2009) no
municipio de Amaraji, Pernambuco e Coelho et al. (2011) no Amazodnia, verificaram vérias
infeccOes mistas em amostras clinicas coletadas a partir de uma tnica lesdo, provenientes de
pacientes acometidos por Leishmania; Madeira et al. (2006), evidenciaram infec¢do mista de
Le. braziliensis/Le. L. infantum em amostras isoladas de cao provenientes da cidade do Rio de
Janeiro. Segundo Prina et al. (1993) e Volf et al. (2007), a ocorréncia de infec¢des mistas
pode dificultar o diagndstico e a terapia da doenca, j4 que dependendo da espécie de

Leishmania a forma clinica e o tratamento da doenca sdo diferentes (PELISSARI et al. 2011).
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Diante do exposto, a presenca de material genético de agentes etiolégicos da LTA
em vetores de LVA e vice-versa, podem ser explicadas por variacdes na permissividade das
espécies de flebotomineos para a infec¢ao por Leishmania (LANA et al. 2015; LARA-SILVA
et al. 2015).

Porém, a presenca de DNA de Leishmania em flebotomineos ndo implica que
esses insetos podem desempenhar um papel na transmissio de leishmanioses, pois para que
uma espécie de flebotomineo seja incriminada como vetora, € preciso que se enquadre nos
parametros descritos por Killick-Kendrik (1990), que s@o aceitos e adotados pelo Ministério
da Saide (BRASIL, 2007). Nesse contexto, mais estudos sdo necessarios para elucidar a
competéncia vetorial dos flebotomineos suspeitos, bem como para melhorar a compreensao

das interacOes entre os dois parasitas em um Unico inseto.
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6 CONCLUSOES

e Os bairros, Piraja e Itapecuruzinho, apresentaram elevada abundancia de flebotomineos
com predominancia de espécies importantes na transmissdo das leishmanioses como L.
whitmani e L. longipalpis;

e A ocorréncia das espécies L. longipalpis, L. whitmani, L. lenti, L. gomezi, L. cortelezzi, L.
trinidadensis, L. flaviscutellata, L. antunesi e L. intermedia, vetoras e/ou suspeitas de
LVA ou LTA, sugerem a participacio destas espécies no ciclo zoondtico das doengas;

e A deteccdo de Le. infantum em L. longipalpis e Le. brazilienses em L. whitmani, bem
como a abundancia elevada desses flebotomineos observado ao longo de todo periodo
de estudo, reforca o papel desses insetos na transmissao dos agentes etiologicos da LVA e
LTA no municipio de Caxias;

e A deteccdo do DNA de diferentes espécies de Leishmania nos flebotomineos coletados
nas areas do presente estudo, demonstra que além da Le. infantum e Le. brazilienses
outras espécies de Leishmania, como a Le. mexicana, Le. amazonensis, Le. lainsoni e Le.
naiffi, e também infec¢des mista estdo circulando no estado do Maranhio;

e O encontro de flebotomineos infectados com Leishmania sugerem que esses insetos t€m
capacidade vetorial de infectar ou talvez, apresentam apenas fragmentos de Leishmania;

e Ha necessidade de estudos de competéncia vetorial para demonstrar quais as espécies de
flebotomineos sdo transmissoras de Leishmania, além disso, faz-se necessario, também,

estudos voltados para verificar os reservatorios vertebrados potenciais de Leishmania.
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