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“Avida é uma constante oscilacdo entre a ansia

de ter e o tédio de possuir.”

Arthur Schopenhauer.



RESUMO

No Brasil as espécies de flebotomineo Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi sdo vetores de
Leishmania infantum, agente etiolégico da leishmaniose visceral. Lutzomyia longipalpis esta
presente em todas regifes do Pais, e Lutzomyia cruzi apenas no Centro-Oeste e Nordeste. As
fémeas das duas espécies ndo podem ser diferenciadas, pois sdo morfologicamente idénticas.
Em Mato Grosso do Sul, ambas sdo encontradas em simpatria em seis municipios onde ha
notificacfes de leishmaniose visceral. A identificacdo taxondmica é necesséria, pois o perfil
epidemioldgico pode ser influenciado pela espécie de vetor. Devido a evidéncias
comportamentais, bioquimicas e morfoldgicas, hd a existéncia de um complexo longipalpis
cujas populagbes de Lutzomyia longipalpis e outras espécies estdo incluidas, entre elas
Lutzomyia cruzi. Diante do exposto é necessario buscar alternativas para minimizar esse
problema utilizando-se métodos alternativos. Nesse sentido, a Espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier e fotoacustica (FTIR) € uma técnica que permite caracterizar
bandas moleculares por meio de espectros sonoros sem a preparacdo prévia da amostra. E
utilizada em diversos grupos em conjunto com machine learning (ML). O presente estudo tem
como objetivo diferenciar fémeas de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi por meio de FTIR
e aprendizado de maquina. Um total de 120 fémeas de Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis
de Corumba e Aquidauana, respectivamente, foram processadas no espectrémetro em grupo de
quatro. ApOs 0 processamento das amostras, 0s espectros obtidos foram analisados para a
caracterizacdo das espécies com multianalises e aprendizado de maquina. Utilizando-se o
algoritmo SVM Linear nas trés faixas de bandas (4000 a 600 cm-t; 3000 a 2800 cm-1; 1800 a
800 cm-1) com componentes principais necessarios para cada faixa, a porcentagem foi acima
de 95% de acuracia. Além disso, sugere-se também, que qualquer faixa espetral pode ser
utilizada para obter um bom modelo de previséo para utilizacdo na rotina laboratorial. Os testes
de validacdo foram bem sucedidos, com uma exatiddo global de 100% para todas as faixas
espectrais analisadas com a escolha adequada de PCs. As faixas vibracionais 2800 cm-1 (lipidios
e acidos graxos) e 1154, 1109 cm-! (carboidratos) correspondem as diferencas entre as duas
espécies. Portanto, pode-se concluir que FTIR e aprendizado de maquina sdo competentes para
a diferenciacao das duas espécies.

Palavras-chaves: Flebotomineos. Lutzomyia cruzi. Lutzomyia longipalpis. FTIR. Analises-
multivariadas.



ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi are two phlebotomine species in Brazil that are
vectors of Leishmania infantum, the causative agent of visceral leishmaniasis. Lutzomyia
longipalpis is found throughout the country, while Lutzomyia cruzi is only present in the Centre-
West and Northeast regions. The females of both species are morphologically identical and
cannot be differentiated. In Mato Grosso do Sul, both species, Lutzomyia longipalpis and
Lutzomyia cruzi, are found in six municipalities where visceral leishmaniasis has been reported.
It is important to taxonomically identify the species as the epidemiological profile can be
influenced by the vector species. The longipalpis complex, which includes Lutzomyia
longipalpis and other species, has been identified based on behavioural, biochemical and
morphological evidence. To address this issue, alternative methods must be explored. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) is a technique that can characterize molecular bands
through sound spectra without the need for prior sample preparation. It is commonly used in
conjunction with machine learning (ML) by various groups. The objective of this study is to
differentiate between female Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi using FTIR and
machine learning. A total of 120 female sand flies, 60 Lutzomyia cruzi and 60 Lutzomyia
longipalpis, were analysed using a spectrometer in groups of four. The obtained spectra were
analysed using multi-analysis and machine learning to characterise the species. The Linear
SVM algorithm was used in three band ranges (4000 to 600 cm-t; 3000 to 2800 cm-t; 1800 to
800 cm-1) with the principal components required for each range. The results showed over 95%
accuracy. It is also suggested that any spectral range can be used to obtain a good predictive
model for use in laboratory routine. The validation tests were successful, with an overall
accuracy of 100% for all the spectral ranges analysed with the appropriate choice of PCs. The
vibrational bands 2800 cm-* (lipids and fatty acids) and 1154, 1109 cm-! (carbohydrates) were
found to correspond to the differences between the two species. Therefore, it can be concluded
that FTIR and machine learning are effective in differentiating the two species.

Keywords: Sandflies. Lutzomyia cruzi. Lutzomyia longipalpis. FTIR. Multivariate analysis.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania sp. que
sdo transmitidos por meio da picada de fémeas infectadas de flebotomineos ao realizarem
repasto sanguineo em mamiferos, cerca de 70 espécies de animais, incluindo humanos, podem
ser infectados pelo parasita (WHO, 2023).

As manifestacOes clinicas variam de acordo com a espécie de protozoario e a resposta
do hospedeiro. Entre os humanos ha trés formas clinicas de leishmaniose: leishmaniose
mucocutanea, leishmaniose cuténea e leishmaniose visceral. Leishmaniose cutanea difusa e
leishmaniose dérmica pds calazar sdo manifestacbes mais raras (SASIDHARAN;
SAUDAGAR, 2021).

As espécies que sdo agentes etiologicos da leishmaniose cutanea e suas variantes em
humanos no velho mundo s@o: Leishmania aethiopica Bray, Ashford e Bray; Leishmania
tropica (Wright, 1903) Llhe, 1906; Leishmania major Yakimov & Schockov, 1914. Ja no novo
mundo as espécies que parasitam o homem sdo: Leishmania amazonensis Lainson & Shaw,
1972; Leishmania mexicana Biagi, 1953; Leishmania venezuelensis Bonfante-Garrido, 1980;
Leishmania braziliensis Vianna, 1911; Leishmania guyanensis Floch, 1954; Leishmania
lainsoni Silveira et al., 1987; Leishmania naiffi Lainson e Shaw, 1989; Leishmania panamensis
Lainson & Shaw, 1972; Leishmania colombiensis Kreytzer et al., 1991; Leishmania peruviana
Velez, 1913; Leishmania pifanoi (Medina e Romero 1959) Medina e Romero, 1962;
Leishmania (Viannia) lindenbergi Silveira et al, 2002; Leishmania garnhami Scorza et al.,
1979; Leishmania aristidesi Lainson & Shaw, 1979; Leishmania shawi Lainson et al., 1989
(LAINSON, 2010; SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?YiSkPK
https://www.zotero.org/google-docs/?YiSkPK
https://www.zotero.org/google-docs/?uJCSoA
https://www.zotero.org/google-docs/?PaOCkS
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No velho mundo, o agente etiolégico da LV € a Leishmania donovani (Laveran &
Mesnil, 1902) Ross, 1903 e no novo mundo, Leishmania infantum Nicolle, 1908 (LAINSON,
2010; SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).

A vulnerabilidade econdmica é um fator de grande influéncia nos crescentes casos de
leishmanioses. Condigdes de habitacBes precarias, ma nutricdo, 0 ndo acesso a uma educagdo
de qualidade, subnotificacGes de casos, alto custo do tratamento das leishmanioses e problemas
de logistica para a realizacdo de um procedimento terapéutico adequado permitem o avanco de
casos. Interrupgdes no tratamento das leishmanioses mais severas podem incapacitar,
desabilitar e até levar a morte dos pacientes, estabelecendo um ciclo constante entre a caréncia
econdmica e a enfermidade (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; DESJEUX, 2004)

MigracOes de areas rurais para zonas urbanas, falta de planejamento nas moradias, alta
densidade populacional, desmatamento, mudancas climéticas, adaptacdo de vetores em locais
antropizados pelo homem alteram o perfil das leishmanioses de ambientes rurais e silvestres
para o ambiente urbano (DESJEUX, 2004; GONTIJO; MELO, 2004).

1.2. Leishmanioses em Mato Grosso do Sul

Foram registrados 86 casos de Leishmaniose cutanea no ano de 2022 em Mato Grosso
do Sul, um aumento de 38,7% comparado ao ano anterior. Apesar desse aumento, nos ultimos
10 anos o estado demonstra uma estabilidade de até 100 casos por ano. Homens e pessoas com
mais de 50 anos foram os mais afetados nesse periodo. A leishmaniose cutanea representou
82% dos casos, e 18% foram casos da forma mucocutanea. Campo Grande e Bodoquena sao
municipios considerados de transmisséo intensa para leishmaniose cutanea. Itaquirai, Bonito,
Corguinho, Dourados e Tacuru sdo considerados com transmissdo moderada para a doenca
(SES, 2022).

As espécies de flebotomineos Nyssomyia whitmani, Migonemyia migonei, Nyssomyia
neivai, Pintomyia pessoai, Bichromomyia flaviscutellata e Pintomyia fischeri foram descritos
em municipios onde ocorreram a notificacdo de casos de leishmaniose tegumentar no estado de
Mato Grosso do Sul (NEITZKE-ABREU et al., 2022) .
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Em 2022, foram confirmados 152 casos de leishmaniose visceral em Mato Grosso do
Sul, um aumento de 51 casos se comparado ao ano de 2021. Ao todo 19 6bitos em decorréncia
da doenga no ano de 2022, um aumento de 50% em relacdo ao ano interior. Aumento de casos
confirmados e suspeitos é observado ha 10 anos. Em relagdo ao sexo, homens foram os mais
afetados durante o periodo. J4 na faixa etéria, individuos entre 20 e 49 foram os mais
acometidos, porém a maior letalidade foi registrada em pessoas com mais de 50 anos. Pessoas
que sdo portadores de HIV, representam 28% dos casos confirmados com leishmaniose visceral.
Campo Grande, Trés Lagoas, Corumba e Aquidauana sdo municipios considerados com
transmissdo intensa para a doenca. Anastacio e Paranaiba possuem taxa de transmissdo
moderada (SES, 2022).

Entre as 46 cidades de Mato Grosso do Sul com notificagdes de leishmaniose visceral,
apenas Anaurilandia, Aral Moreira, Deodapolis, Navirai, Rio Brilhante e Tacuru ndo possuem
registros de Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis, principais espécies vetores do agente
etiologico da doenca no estado (NEITZKE-ABREU et al., 2022).

1.3. Biologia dos Flebotomineos

Flebotomineos sdo insetos pequenos que medem entre 2 a 3 mm, seu corpo delgado
apresenta pilosidade intensa, pernas longas e as fémeas necessitam de uma alimentacédo
hematofaga para a producéo dos ovos. O ciclo de vida é holometabolo, possuindo as fases de
0vo, quatro estadios larvais, pupa e adulto (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

O formato dos ovos pode ser encontrado na forma ovoide ou elipsoide e apresentam em
média 300 a 500 mm de comprimento por 70 a 150 mm de largura, podendo variar de espécie
para espécie. Sua coloracdo apos a postura é esbranquicada ou amarelada, porém com o tempo
se torna castanho escuro (BRAZIL; BRAZIL, 2003). Na natureza os ovos sao depositados em
locais ricos em matéria organica, que posteriormente auxiliam na alimentacdo das larvas
(ALEXANDER, 2000). Em laboratério geralmente a postura é de 40 ovos, podendo mudar de
acordo com a espécie (BRAZIL; BRAZIL, 2003).
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As larvas séo vermiformes, com coloragdo branca e pequenas, possuem 12 segmentos,
em acréscimo com a cabeca, torax (2 segmentos) e abdémen (9 segmentos) (BRAZIL;
BRAZIL, 2018). A cabeca possui coloracdo mais escurecida comparada ao resto do corpo e
espinhos que variam de acordo com a espécie; O torax também possui cerdas que de acordo
com sua morfologia e quantidade podem ser usados como instrumento de identificagdo. Na
regido do abdémen seus segmentos sdo idénticos, sendo apenas oitavo e nono modificados para
auxiliar a fungdo motora das larvas (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

As pupas possuem aspecto esbranquicado ou amarelado que se escurece conforme a
eclosdo do adulto aconteca. Possuem 13 segmentos, o cefalotérax € formado pelos quatro
primeiros que estdo parcialmente fundidos. Os nove segmentos restantes séo individualizados,
formando o abdémen. A pupa possui estilo de vida séssil fixada em um substrato (BRAZIL;
BRAZIL, 2018).

Os flebotomineos adultos possuem dimorfismo sexual que pode ser observado em seu
comportamento alimentar e também na morfologia do corpo (BRAZIL; BRAZIL, 2018). Na
genitalia, que se localiza nos altimos tergitos, 0os machos possuem conjunto de apéndice
desenvolvidos que possuem grande importancia taxonémica e as fémeas possuem segmentos
menores com aspecto arredondado (BRAZIL; BRAZIL, 2018; GALATI, 2023). Outras
estruturas morfologicas que conferem a diferenciacdo de machos e fémeas, esta a proboscide
que sdo menores nos machos e o cibario, estrutura exclusivamente presente nas fémeas
(BRAZIL; BRAZIL, 2018).

A alimentacdo dos adultos na natureza, tanto as fémeas quanto 0s machos,
fundamentam-se em acucares (carboidratos) essenciais que sdo obtidos a partir da seiva vegetal
e secrecOes acucaradas de pulgdes ou outros homédpteros. Eles utilizam essa fonte de energia
para a execucdo de suas atividades aéreas, acasalamento e processo de postura dos ovos
(BRAZIL; BRAZIL, 2003; BRAZIL; BRAZIL, 2018; YOUNG; DUNCAN, 1994). As fémeas
realizam repasto sanguineo para o desenvolvimento dos ovos (KILLICK-KENDRICK, 1999),
porém a autogenia ja foi relatada em Phlebotomus papatasi (EL-KAMMAH, 1973) e Lutzomyia
mamedei que s6 possui fémeas devido a partenogénese (OLIVEIRA et al., 1994). Em alguns
experimentos laboratoriais, machos de Lutzomyia renei (GONTIJO et al., 1987) realizaram
hematofogia e se infectaram com Leishmania. Porém, naturalmente a infec¢do de machos por

Leishmania na natureza ainda ndo foi comprovada.
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As fémeas de flebotomineos podem se alimentar de diversas fontes, entre elas, animais
de sangue quente e frio. Grande parte das espécies de flebotomineos demonstra concordancia
gonotrofica, ou seja, a cada processo de oviposicdo possui como antecedente o repasto
sanguineo, porém algumas fémeas podem realizar diversas alimentagdes sanguineas (BRAZIL;
BRAZIL, 2003; KILLICK-KENDRICK, 1999).

1.4. Historico taxondmico

Em 1786, Scopoli descreveu uma fémea de Bibio papatasi na Italia, sendo a primeira
espécie de Psychodidae registrada. Sua identificacdo foi realizada seguindo a proposta do
sistema binomial de Linneus, estabelecido em 1758. Em 1840, o género Flebotumus foi criado;
futuramente sua nomenclatura foi alterada para Phlebotomus (GALATI; RODRIGUES, 2023).

As primeiras espécies de flebotomineos identificadas nas Americas foram Flebotomus
vexator e Flebotomus cruciatus, nos Estados Unidos e Guatemala, respectivamente. Em 1912,
no Brasil foram registradas as primeiras espécies Phlebotomus squamiventris, Phlebotomus

longipalpis e Phlebotomus Intermedius, descritas por Lutz e Neiva (GALATI, 2023).

Young e Duncan (1994) propuseram uma chave de identificacdo e sua distribuicéo
geogréafica para flebotomineos das Ameéricas. Galati (1995) elaborou uma classificacdo
filogenética da subfamilia Phlebotominae com destaque aos exemplares das Américas,
dividindo em duas tribos (Phlebotomini e Hertigini). Em 2003, foi publicada a chave de
identificagdo intitulada “Flebotomineos do Brasil” (GALATI, 2003). Atualmente sdo
considerados cinco subtribos: Hertigiina, Brumptomyiina, Sergentomyina, Lutzomyiina e
Psychodopygina (GALATI, 2023).

A identificacdo de machos e fémeas das espécies ocorre por meio da utilizacdo de
chaves de identificacdo de estruturas internas e externas do corpo dos flebotomineos apos o
processo de clarificacdo (GALATI, 2023). Para estudos morfolégicos, a montagem de
exemplares em laminas é a técnica mais utilizada, porém outras metodologias complementares
também sdo empregadas (ALEXANDER, 2000; ALTEN et al., 2015; GALATI, 2023).
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No presente momento, o grupo possui 1060 espécies e subespécies descritas no mundo,
sendo 216 encontradas no Brasil (GALATI; RODRIGUES, 2023). No Estado de Mato Grosso
do Sul, 71 espécies foram documentadas, incluindo Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi
(BARRIOS et al., 2020).

1.5. Flebotomineos em Mato Grosso do Sul

Ao todo 71 espécies foram registradas em Mato Grosso do Sul. Espécies consideradas
vetores ou suspeitas de Leishmania spp. registradas no estado sdo: Bichromomyia
flaviscutellata, Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia dispar, Lutzomyia cruzi, Migonemyia
migonei, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri e Pintomyia pessoali
(BARRIOS et al., 2020; INFRAN et al., 2017; GALATI, 2023; NEITZKE-ABREU et al.,
2022).

Nyssomyia whitmani é a espécie mais presente em municipios (54), seguido por
Lutzomyia longipalpis (44) e Nyssomyia neivai (21). A maior diversidade de espécies
documentadas foi nos municipios de Campo Grande e Aquidauana, com 34 espécies
(BARRIOS et al., 2020).

Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis sdo comprovadamente vetores de Leishmania
infantum, agente etiologico da leishmaniose visceral (DE OLIVEIRA et al.,, 2017a; DE
OLIVEIRA et al.,, 2017b; LAINSON; WARD; SHAW, 1977). Ja entre os vetores de
leishmaniose cutanea documentadas no estado estdo Bichromomyia faviscutellata, Migonemyia
migonei, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia fischeri e Pintomyia pessoali
(BARRIOS et al, 2020; NEITZKE-ABREU et al., 2022).

O estado de Mato Grosso do Sul possui 9 espécies localidade-tipo: Evandromyia
aldafalcaoae, Evandromyia corumbaensis, Evandromyia orcyi, Expapillata cerradincola,
Lutzomyia almerioi, Lutzomyia cruzi, Lutzomyia dispar, Lutzomyia forattinii e Psathyromyia
campograndensis (BARRIOS et al, 2020; GALATI, 2023).
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Entre as espécies que sdo registradas apenas no estado dentro do territério brasileiro,
estd Evandromyia aldafalcaoae que teve sua primeira descricdo a partir de machos de
Aquidauana e estd documentada nos municipios de Anastacio, Aquidauana, Corumba, Guia
Lopes da Laguna, Jardim, Miranda, Nioaque e também na Argentina (BARRIOS et al., 2020;
SANTOS; ANDRADE FILHO; HONER, 2001). Evandromyia orcyi foi identificada em
Aquidauana e Selviria, sendo esse segundo municipio onde foram coletados trés machos e uma
fémea em 2009 que permitiram a descricdo da espécie (BARRIOS et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2015). Lutzomyia forattinii que primeiramente foi encontrada em Corumba e foi registrada
também na Bolivia e nos municipios de Ladario e Anastacio (BARRIOS et al., 2020; GALATI,
2023).

1.6. Lutzomyia longipalpis

Devido a distribuicdo de Lutzomyia longipalpis e ao elevado nimero de casos de
leishmaniose visceral nas Americas, bem como a sua presenca em locais de com notificac6es
de leishmaniose visceral (LAINSON; RANGEL, 2005), e a investigacdo de infeccdo em
hamsters (LAINSON; WARD; SHAW, 1977) reforcaram que essa espécie seria o principal
vetor biologico da doenca na regido (LAISON; RANGEL, 2005). Nas Américas a espécie esta
presente no México, Guatemala, Honduras, EIl Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama,

Colémbia, Venezuela, Bolivia, Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (GALATI, 2023).

No Brasil, a identificacdo de Lutzomyia longipalpis ndo foi documentada nos estados do
Amazonas e em Santa Catarina, porém foram registradas nos 24 estados restantes e no Distrito
Federal, sendo encontradas em todas as regides do pais (GALATI, 2023). Foram capturadas em
ambientes rurais, urbanos e de floresta (LAINSON; RANGEL, 2005)

Barrios et al (2020) constataram a distribuicdo de Lutzomyia longipalpis em 43
municipios de Mato Grosso do Sul e em trés biomas (Cerrado, Pantanal e Mata Atlantica) no
estado. Mais recentemente, também foram encontrados nos municipios de Bandeirantes, Sdo
Gabriel do Oeste e Sonora. Dentro das 46 localidades onde a presenca de Lutzomyia longipalpis

foi notificada, apenas em Caracol, Dois Irmdos do Buriti, Inocéncia, Paraiso das Aguas,
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Paranhos e Porto Murtinho néo registraram casos de leishmaniose visceral (NEITZKE-ABREU
et al., 2022).

Mangabeira em 1969 relatou diferencas nas manchas presentes nos tergitos abdominais
de machos de Lutzomyia longipalpis oriundos do estado de Ceard, com dois pares de manchas
nos tergitos IV e Ill, e no Pard, um par de manchas no tergito abdominal IV. Mangabeira
também constatou que a coleta dos exemplares foi em locais ecologicamente distintos,
sugerindo uma possivel variedade de espécies. Ward et al. (1983) ao estabelecer coldnias desta
espécie de diferentes regiGes observaram um isolamento na reproducdo dos dois grupos,

reforcando a existéncia de um complexo de espécies.

Um complexo de especies por definicdo € um conjunto de organismos que possuem
caracteristicas morfologicas e filogeneticamente ligadas, podendo ocasionar dificuldade na
classificagdo taxondmica dos individuos (SOUSA-PAULA et al.,, 2021). No grupo dos
flebotomineos esse processo evolutivo ja foi observado, entre eles o complexo longipalpis
(GALATI, 2023; SOUSA-PAULA et al., 2021)

Com o uso de microscopia eletrénica foi possivel observar nos tergitos mais claros, a
presenca de papulas cuticulares com poros centrais, sugerindo que esses tergitos seriam
responsaveis pela liberacdo de feroménios sexuais (LANE et al., 1984). Lane et al. (1985)
comprovaram por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas que esses

tergitos eram realmente as estruturas responsaveis pela dispersdo dos feromdnios.

Atualmente sdo registrados quatro tipos de feroménios sexuais para as populacfes de
Lutzomyia longipalpis no Brasil: quimiotipo 1 ou 9-methylgennacrene-B, quimiotipo 2 ou 3-
metil-a—himachalene, sobralene e quimiotipo 4 ou cembrene-2 (PALFRAMAN et al., 2018;
SPIEGEL, 2016). Um quinto possivel tipo de feromdnio, Quimiotipo 5 ou 9MGB+, foi
encontrado em Sobral (CE) e Montes Claros (MG) (HAMILTON et al., 2005), porém 0 mesmo
é considerado oriundo do quimiotipo-1 baseado em sua composi¢do molecular (SPIEGEL et
al., 2016).

Hamilton, Dawson e Pickett (1996a, 1996b) ao estudarem machos de Lutzomyia
longipalpis oriundos de Lapinha (MG) e Jacobina (BA), descreveram os feromdnios 9-

methylgennacrene-B e 3-metil-a—himachalene. Brazil e Hamilton (2002) ao coletarem machos
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de Lutzomyia cruzi em Corumba (MS), observaram a liberagdo de quimiotipo 1 pelos insetos,

indicando uma possivel relacdo da espécie com o complexo.

Mais dois feromonios foram encontrados em populacGes de machos de Sobral (CE) e
Jaibas (MG), sobralene e cembrene-2 respectivamente (HAMILTON; BRAZIL; MAINGON,
2004; HAMILTON et al., 2005; PALFRAMAN et al., 2018). Sendo que o sobralene j& foi
documentado nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Tocantins, Ceard,
Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Ceard e Paré; e o cembrene-2 apenas no estado de
Minas Gerais, sendo o feromdnio mais restrito na américa do sul (SPIEGEL et al., 2016).

Hamilton et al., 2005 evidenciaram a presenca do quimiotipo 1, quimiotipo 5 e
quimiotipo 2 em simpatria na cidade de Sobral (CE), sendo o 9-methylgennacrene-B em maior
quantidade. Os autores ainda relatam a auséncia de hibridos, proporcionando evidéncias do

isolamento reprodutivo correlacionado com a composic¢ao quimica dos ferormonios.

Casanova et al. (2006) ao coletarem machos de Aracatuba e Espirito Santo do Pinhal,
municipios do estado de S&o Paulo, observaram os feromdnios 9-methylgermacrene-B e
sobralene, respectivamente. Devido a essas evidéncias propuseram que a capacidade vetorial
dos flebotomineos pode ser influenciada de acordo com o feroménio sexual, o que foi refor¢ado
em estudos posteriores no estado de S&o Paulo (CASANOVA et al., 2015).

Em analises realizadas sobre as “lovesongs”, foi reconhecido nas populacfes de machos
de Natal, Marajo e Sobral (2 spots) um padrdo de musica tipo “burst” que ndo variava muito
entre si e trés variacdes (P1, P2, P3) de musica tipo “pulse” em machos de Sobral (1 spot) e de
Jacobina e Lapinha (SOUZA et al., 2004). Em estudos posteriores foi identificado um novo
perfil sonoro intitulado “mix”, encontrado apenas populacdes da cidade de Mesquita (RJ), e
também novos padrées sonoros do tipo pulse em machos 1 spot de Jaiba de Minas Gerais (P4)
e machos 1 spot de Estrela de Alagoas (P5) (ARAKI et al., 2009). Vigoder et al. (2015)
descreveram a distribuicdo de sinais sonoros em 25 populacdes de Lutzomyia longipalpis,
destacando a importancia desses sons para diferenciacdo de possiveis espécies cripticas e

também a contribuicdo para o isolamento reprodutivo entre as populagdes.

Uma das abordagens para definir espécies cripticas envolve a descricdo de duas ou mais
espécies que sdo morfologicamente idénticas e sdo classificadas como uma Unica espécie
(BICKFORD et al., 2007). Struck et al. (2018) ressaltam dois parametros para defini¢cdo de uma
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espécie criptica: o grupo de estudo deve ter seus genotipos distintos entre si, reduzindo o fluxo
génico e contribuindo para o isolamento reprodutivo mesmo que morfologicamente idénticos.
E o segundo pardmetro, as espécies cripticas devem possuir no espaco temporal divergéncias
fenotipicas menores em sua morfologia que espécies ndo cripticas comparadas ao ancestral

comum.

A confirmacdo da existéncia desse complexo é respaldada pelas evidéncias apresentadas
em estudos e analises (BAUZER et al., 2007; SOUSA-PAULA et al., 2021; SOUZA; BRAZIL;
ARAKI, 2017). As espécies pertencentes ao complexo longipalpis sdo Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia cruzi, Lutzomyia pseudolongipalpis, Lutzomyia gaminarai, Lutzomyia matiasi e
Lutzomyia alencari (SOUSA-PAULA et al., 2021). Possivelmente novas espécies podem ser
incluidas dentro desse complexo no futuro, j& que o seu nimero exato de individuos é
inconclusivo (SOUZA; BRAZIL; ARAKI, 2017)

Considerada a primeira espécie identificada proveniente do complexo longipalpis,
Lutzomyia pseudolongipalpis foi descrita a partir de machos e fémeas coletadas em Lara
(Venezuela). Machos dessa espécie produzem feromdnios do quimiotipo 2, que também é
produzido em populacbes do estado da Bahia (ARRIVILLAGA; FELICIANGELI, 2001;
SPIEGEL et al., 2016). Em relacdo a morfologia dos adultos, machos de Lutzomyia
pseudolongipalpis e Lutzomyia longipalpis sdo idénticos, ja as fémeas podem ser diferenciadas

por caracteristicas presentes no cibario e no oitavo esternito (GALATI, 2023).

Os machos de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi podem ser diferenciados
morfologicamente, porém as fémeas adultas sdo idénticas (GALATI, 2023). E relatado o
processo de introgressdo entre as espécies que pode ser recente ou que ainda esta ocorrendo
(SANTOS et al., 2013), que foi discutido anteriormente sobre as espécies do complexo (ARAKI
et al., 2009). Machos de Lutzomyia cruzi produzem o feroménio 9-methygermacrene-B
(BRAZIL; HAMILTON, 2002), que também é encontrado em algumas populacGes de
Lutzomyia longipalpis (SPIEGEL, 2016; WATTS et al., 2005).

O comportamento alimentar hematéfago das fémeas de Lutzomyia longipalpis se mostra
eclético devido as evidéncias de repasto sanguineo em humanos, caes, aves, gambas, equinos,

roedores, porcos, bovinos, ovelhas, felinos e cabras. Em alguns casos €é relatado até mesmo a
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presenca de mais de um tipo de sangue no sistema digestivo de flebotomineos (AFONSO et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2008; MISSAWA; LOROSA,; DIAS, 2008)

1.7. Lutzomyia cruzi

Em 1938, Evandro Chagas coletou um macho em Camapud, atual Mato Grosso do Sul,
que foi posteriormente identificado por Mangabeira Filho como Lutzomyia cruzi. Neste
primeiro registro é comentado a semelhanca morfologica entre os machos de Lutzomyia cruzi
e Lutzomyia longipalpis, porém que se diferenciavam na quantidade de cerdas encontradas no

gonocoxito, possuindo 6 cerdas e 5 a 4 cerdas, respectivamente (MARTINS et al., 1984).

Posteriormente, em estudos morfologicos de Lutzomyia cruzi, exemplares oriundos de
Camapud (MS) e do estado de Goias, foi constatado que a diferenca entres os machos néo era
a quantidade de cerdas e sim o seu formato. Em Lutzomyia cruzi 0s machos possuem essas
cerdas em formato foliaceo e mais largo. J& em Lutzomyia longipalpis as cerdas eram de
formato filiforme e delgadas (MARTINS et al, 1984). Porém, morfologicamente, até o
momento, as fémeas das duas espécies ndo apresentam suporte para a diferenciacao entre elas
(GALATI, 2023).

Na Ameérica do Sul séo encontrados na Bolivia e no Brasil. Em territorio brasileiro séo
encontrados nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e no Ceara (GALATI,
2023). No estado de Mato Grosso do Sul estdo presentes nos municipios de Alcinopolis, Bonito,
Camapud, Campo Grande, Cassilandia, Corumbé, Ladario, Paraiso das Aguas, S&o Gabriel do
Oeste (ALMEIDA et al., 2010; 2015; 2019; BARRIOS et al, 2019; 2020; CASARIL et al.,
2014; DE OLIVEIRA et al., 2015; FERNANDES et al., 2017; GALATI et al., 1997;
MARCONDES, 1995; MARTINS et al, 1984; NEITZKE-ABREU et al., 2022; OLIVEIRA et
al., 2003; 2006; PEREIRA et al., 2008; SANTOS et al., 2013).

Em Mato Grosso do Sul, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi sdo encontrados em
simpatria no municipio de Paraiso das Aguas, sendo o (inico municipio simpéatrico que no

possui registro de casos de leishmaniose visceral. A ocorréncia das duas espécies também foi
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descrita em Alcindpolis, Bonito, Corumb4, Campo Grande, Aquidauana e S&o Gabriel do
Oeste, locais onde ocorreram notificagdes de leishmaniose visceral (Figura 1) (BARRIOS et al,
2020; NEITZKE-ABREU et al., 2022).

Figura 1 - Municipios com casos notificados de LV e onde foi relatada a presenca de
flebotomineos, 20012018, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Municipalities with reported cases of VL
. Lutzomyia cruzi
B Luizomyia longipalpis

Fonte: NEITZKE-ABREU et al., 2022.

Fémeas infectadas naturalmente com Leishmania infantum, a alta abundéncia de
Lutzomyia cruzi e a auséncia de Lutzomyia longipalpis relacionados a casos humanos e caninos
de leishmaniose visceral, corroboraram para as suspeitas que Lutzomyia cruzi poderia ser vetor
nas cidades de Corumba (MS), Ladario (MS) e Jaciara (MT) (GALATI et al., 1997; MISSAWA
et al,, 2011; PEREIRA et al.,, 2008; DOS SANTOS et al., 1998). Chagas et al. (2007)

estabeleceram colonia de Lutzomyia cruzi, oferecendo como alimento sangue humano e de
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hamster, a preferéncia por sangue humano foi observada até mesmo quando eram dadas as duas
opcoes de alimento, reforcando a necessidade de estudos sobre a importancia da sua preferéncia

alimentar no ciclo da leishmaniose visceral.

Em Jaciara, municipio de Mato Grosso, com prevaléncia de Lutzomyia cruzi, Brito et
al. (2014), ao analisar fémeas ingurgitadas com sangue constataram em 17 fémeas, sangue de
aves, 2 de cées e 1 de gamba. Em laboratorio, entre 120 fémeas de Lutzomyia cruzi, 61 (50,8%)
preferiram sangue humano, 30 hamsters (25%) e 29 (24,1%) n&o se alimentaram de sangue
(CHAGAS et al., 2007).

A comprovagéo de Lutzomyia cruzi como vetor de Leishmania infantum foi conduzida
com base nos parametros estabelecidos por Killick-Kendrick (1990), reforcando observacoes
anteriores da espécie como principal vetor em determinadas regides. Além disso, sugerindo
também a espécie de flebotomineo como possivel vetor de Leishmania amazonensis (DE
OLIVEIRA et al., 2017a; DE OLIVEIRA et al., 2017b).

1.8. Identificacdo de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi em simpatria

Evidéncias comportamentais, bioguimicas, morfolégicas, genéticas demonstram uma
clara aproximacéo taxondmica entre Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis, correlacionada
ao fato de serem encontradas em simpatria em locais que ocorrem notificacdo de leishmaniose
visceral, a necessidade por meios de identificacdo se torna necessaria, pois o perfil
epidemiologico das regides afetadas pela doenca pode mudar de acordo com o comportamento
do flebotomineo (BRAZIL; HAMILTON, 2002; CASARIL et al., 2019; GALATI, 2023;
NEITZKE-ABREU et al., 2022; SANTOS et al, 2013; WATTS et al., 2005).

A coleta de flebotomineos pode ser realizada de diversas formas, com armadilhas de
interceptacdo de voo, iscas de animais vivos e atracdo por meio de luzes e feroménios. Durante
0 processo de captura, utilizando os diferentes métodos mencionados, os flebotomineos por

serem pequenos e frageis podem ser danificados durante o transporte, manejo e até mesmo por
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insetos maiores, perdendo, dessa forma, caracteristicas importantes para a identificagdo
morfologica (ALEXANDER, 2000; ALTEN et al., 2015).

Machos de Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis se diferenciam por cerdas presentes
no gonocoxito, sendo as cerdas do primeiro em formato espatulado e do segundo formato
filiforme (Figura 2), a perda do gonocoxito durante o processo de coleta ou clarificagdo pode
impedir a identificacdo de locais que ocorrem a simpatria das duas espécies, ja que
morfologicamente as fémeas sdo idénticas (GALATI, 2023; YOUNG; DUNCAN, 1994).

Figura 2 - Cerdas presente no gonocoxito de Lutzomyia longipalpis (a) e Lutzomyia cruzi (b),

respectivamente.

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Em Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis sdo
encontradas em simpatria em 16 municipios na regido Centro-Oeste (ANDRADE-FILHO et
al., 2017). Em Mato Grosso do Sul, foram notificadas em simpatria em seis municicipios com
ocorréncia de casos de leishmaniose visceral (BARRIOS et al., 2020; NEITZKE-ABREU et
al., 2022).

Em razéo dessas consideragdes, uma técnica que possibilita a identificacdo que dispense

preparacdo das amostras, rapida e ndo destrutiva emerge como uma alternativa valida, como o
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Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (DE LIMA et al., 2014)
que fornece informacdes da composicdo molecular por meio dos sinais acusticos produzidos

pela absor¢do da radiacdo na amostra (SANTOS et al., 2010).

1.9. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Em 1880, Alexander Graham Bell notou a geracdo de ondas sonoras a partir da
incidéncia da luz em amostras, sendo pioneiro na observagdo do sinal fotoacustico. Para uma
melhor compreenséo da espectroscopia fotoacustica em materiais sélidos e semissolidos, que
foi negligenciado por um longo periodo, uma analise tedrica e producbes de formulas
matematicas foram realizadas, prevendo uma possivel utilizacdo na &area medica
(ROSENCWAIG; GERSHO, 1976).

Por meio do uso da técnica FTIR, ligagdes quimicas de moléculas podem ser
identificadas a partir de absorcdo da luz infravermelho, a regido infravermelha do espectro
eletromagnético compreende do visivel até as micro-ondas (Figura 3) (SANTOS et al., 2010).
O espectro de infravermelho de uma amostra ¢ medido pelo momento anterior e posterior da
passagem da radiacdo do infravermelho na amostra, sendo representado por nimero de ondas
por centimetros (cm-1), abrangendo 10.000 cm-* a 10 cm-! (BEEKES; LASCH; NAUMANN,
2007).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do espectro eletromagnético.
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Fonte: SANTOS et al., 2010

Os espectros de infravermelho sdo formados pela vibragdo molecular originados pela
absorcdo da radiacdo de infravermelho (BEEKES; LASCH; NAUMANN, 2007), que podem
ser interpretados com auxilio da literatura para identificacdo das ligagdes quimicas
correspondentes ao espectro das moléculas como lipidios, polissacarideos, acidos nucleicos,
proteinas e entre outros (SANTOS et al., 2010).

Para analises futuras do espectro e também a construcao de um modelo de classificacéo,
métodos de pré processamento podem ser aplicados como “Standard Normal Variate” (SNV)
gue remove possiveis variacdes laboratoriais e normaliza a intensidade espectral (RINNAN;
BERG; ENGELSEN, 2009).
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O método estatistico ndo supervisionado de multianalise de dados, andlise de
componentes principais (PCA) é aplicado em diversas areas do conhecimento, incluindo em
conjunto com a técnica FTIR (CASARIL et al., 2021; WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987).
Através da PCA, grandes conjuntos de dados podem ser interpretados ao se reduzir a sua
dimensionalidade priorizando a preservacéo da variabilidade por meio de novas variaveis das
fungdes lineares, que aumentam a variancia dos dados e ndo estéo correlacionadas, essas novas
varidveis sdo os componentes principais (PC’s) (JOLLIFFE; CADIMA, 2016). A distribui¢dao
das amostras nessa nova dimensdo permite a observacdo de clusterizacdo ou a separagéo
(CASARIL et al., 2021; JOLLIFFE; CADIMA, 2016). Por meio dos loadings é representado
as contribui¢des do PC no espectro (LAZZARI et al., 2018).

O uso de FTIR em conjunto de analises multivariadas demonstrou 89% de precisdo na
identificacdo do soro sanguineo de pacientes que estavam com dengue (NASEER et al., 2019).
Aguiar et al. (2018) diferenciaram protozoarios in vitro por meio da técnica, obtendo 95,6% de
separacdo entre Leishmania infantum, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli, sendo as

duas primeiras espécies que podem parasitar 0 homem.

Com o uso da FTIR e aprendizado de maquina para o diagndstico de leishmaniose
visceral em cdes, uma acuracia acima de 85% com amostras de soro sanguineo foi alcangcada
pelo Grupo de Optica e Fotdnica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (LARIOS et
al., 2021). E recentemente, ao avaliarem soro sanguineo de animais positivos e ndo positivos

para leishmaniose cutanea, obtiveram cerca de 80% de acuracia (PACHER et al., 2024).

O método FTIR apresenta capacidade de identificacdo e caracterizacdo de ligacdes
quimicas de amostras analisadas a partir de seus espectros (SANTOS et al., 2010). Essa técnica
foi utilizada em diferentes grupos distintos como formigas (ANTONIALLI et al., 2008), vespas
(NEVES et al., 2019), flebotomineos (CASARIL et al., 2021), fungos (SANTOS et al., 2010)
e peixes (DE ALMEIDA et al., 2016).

A identificacdo classica de insetos se baseia principalmente em caracteristicas
morfoldgicas, porém novos métodos como espectroscopia vem sendo aplicados em estudos
entomoldgicos (JOHNSON; NAIKER, et al 2020). Estudos em insetos sociais na sua grande

maioria focam no perfil quimico de hidrocarbonetos cuticulares (ANTONIALLI et al, 2008;
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JOHNSON; NAIKER, et al 2020; NEVES et al., 2019) e a técnica vem sendo aplicada, em
ndmeros menores, em entomologia forense (JALES et al., 2021).

Entre os flebotomineos, muitas espécies ndo possuem caracteristicas morfoldgicas que
permitam a identificacdo (GALATI, 2023). A construcdo de um modelo preditivo com alta
acuracia para a identificagdo de espécies por meio de “machine learning” (ML) se torna 1til
onde a identificacdo morfoldgica por meios classicos podem ser prejudicadas com a perda de
caracteres morfolégicos (ALEXANDER, 2000; ALTEN et al., 2015; CASARIL et al., 2021).

Antonialli et al. (2008) coletaram 17 machos, cinco rainhas e 14 operarias da espécie
Ectatomma vizottoi (Hymenoptera: Formicidae) provenientes de um formigueiro em Dourados
(MS), com o proposito de verificar por meio da FTIR-PAS e multianalises se os hidrocarbonetos
e amidas secundarias presentes no abdéomen poderiam ser usados como metodo de diferenciagao
entre os diversos tipos de formigas na colonia. Os picos de ondas 2962 e 2931 cm-1
contribuiram para a diferenciacdo entre as espéecies, que correspondem ao alongamento
assimetrico de -C-H (CH?3) e -C-H (CH?).

O uso da FTIR-PAS combinada com multianalises foi usado para verificar se
populacdes de Mischocyttarus consimilis (Hymenoptera: Vespidae) geograficamente
separadas, em cidades de Mato Grosso do Sul, possuiam hidrocarbonetos cuticulares com
composices quimicas diferentes devido a distancia geografica e a fatores ambientais dos
locais, os resultados demonstraram que apesar das diferencas entre as populacGes, os fatores
genéticos e ambientais em conjunto possuiam maior interferéncia na composicdo quimica das
populacdes de vespas (NEVES et al., 2019).

Venenos de formigas e vespas, Ectatomma brunneum (Hymenoptera: Formicidae) e
Polybia paulista (Hymenoptera: Vespidae), ao serem analisados por meio dos espectros na
faixa de 4000-400 cm-t, obtidos por FTIR-PAS, apresentaram diferencas em sua composi¢ao.
Dentre os resultados, a faixa de absorcdo de 2.800 a 3.000 cm-! demonstrou que a ligacdo
quimica de CH era a maior diferenca entre os venenos das formigas e vespas (MENDONCA et
al., 2019).

Recentemente, Casaril et al. (2021) diferenciaram os machos de Lutzomyia cruzi e
populacbes de Lutzomyia longipalpis, por meio de FTIR-PAS e aprendizado de maquina. Por

meio da analise de componentes principais, a formacao de clusters entre os grupos sendo um
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mais disperso para 0os machos de Lutzomyia cruzi e outro para as populagdes de Lutzomyia
longipalpis na faixa 2000 a 800 cm-! usando 3 PC’s. Foi constatado que o uso de PC’s corretos
para determinadas faixas espectrais em conjunto de algoritmos, o modelo preditivo de

classificacdo pode chegar a 100% de acurécia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Diferenciar fémeas de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi por meio de espectroscopia de
infravermelho e aprendizado de maquina.

2.2 Especificos

a) Descrever o espectro de absorcdo de espectroscopia de infravermelho de fémeas de

Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi;

b) Desenvolver um modelo preditivo de acuracia para o algoritmo “Support Vector Machine”

(SVM) para classificagdo de amostras de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi.
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Easy discrimination of female sand flies from Lutzomyia (Diptera: Psychodidae:
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3.1. Abstract

In the state of Mato Grosso do Sul, both sibling species Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia
cruzi are present, both vectors of Leishmania infantum, the etiological agent of visceral
leishmaniasis. While Lutzomyia longipalpis is found throughout the national territory,
Lutzomyia cruzi is limited to some regions of the Central-West and Northeast region.
Morphologically, males of the two species differ, but females are indistinguishable, posing
challenges for identification in areas where the species coexist sympatrically. Finding new tools
to assist classical taxonomy in such situations is a challenge for taxonomists. In this regard, the

use of FTIR can be an instrumental method for discriminating between females.

Keywords: Lutzomyia cruzi, Lutzomyia longipalpis, Machine Learning, Photodiagnosis, FTIR,

entomological classification.
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3.2. Introduction

According to the World Health Organization (2023), the highest percentage of cases of
visceral leishmaniasis, the most severe type of leishmaniasis, are underreported and occur in
Brazil, West Africa and India. Between 2017 and 2021, 69,665 new cases of visceral
leishmaniasis were registered in the Americas region, in the year 2021, 93.5% of cases were
registered only in Brazil (OPAS, 2022).

Leishmaniasis is a protozoan etiological agent of the genus Leishmania and has a
heteroxeno life cycle, requiring mammalian hosts and sand flies (Sasidharan & Saudagar,
2021). Females of Lutzomyia cruzi and Lutzomyia longipalpis are species that have the vector
capacity of Leishmania infantum, etiological agent of leishmaniasis visceral in americas
(Lainson, Ward, & Shaw, 1977; Oliveira et al., 2017a; de Oliveira et al., 2017b)

Lutzomyia longipalpis has a wide distribution being found in countries of the American
continent, while Lutzomyia cruzi is restricted to Bolivia and some states of Brazil (Galati, 2023).
The females of the two species have a generalist feeding behavior, evidenced by the feeding
preference for human, domestic and wild animals (Chagas et al., 2007; Oliveira, 2008;
Missawa, Lorosa, & Dias, 2008).

Due to biochemical, genetic, morphological evidence the populations of Lutzomyia
longipalpis are considered a complex species (Spiegel et al., 2016; Souza, Brazil, & Araki,
2017; Casaril et al., 2019). The taxonomic classification between the two species is explored
because males of Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi have morphological
characteristics that allow differentiation and females are morphologically identical (Galati,
2023).

In Mato Grosso do Sul, both species occur in some municipalities where cases of

visceral leishmaniasis in humans have been reported (Barrios et al., 2020; Neitzke-Abreu et al.,
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2022). The capture and preparation of sand flies for identification can damage the sample during
the process (Alexander, 2000; Alten et al., 2015). In sympatric areas with morphologically
similar species, alternative methods of identification become necessary.

FTIR is a non-destructive technique and does not require sample preparation (De Lima
et al., 2014), recently the technique together with multivariate analysis was able to differentiate
males from populations of Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi (Casaril et al., 2021).
The objective of this work is to use the FTIR technique with multivariate analysis in females of

Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi.

3.3. Materials and Methods

3.3.1. Study area and period

The sandflies were collected using CDC (Centre for Disease Control) light traps in
partnership with the State Coordination for Vector Control. The species were collected from
January to December 2022 in the municipalities of Aquidauana and Corumba, both in Mato
Grosso do Sul, in locations previously reported for the prevalence of Lutzomyia cruzi in

Corumba and Lutzomyia longipalpis in Aquidauana.

3.3.2. Sandfly Analysis

Sandflies were sexed at the Human Parasitology Laboratory at the Federal University
of Mato Grosso do Sul. Male sandflies were identified based on their morphological
characteristics according to Galati (2023). Females without eggs and not engorged with blood
were selected for identification by cutting the last two tergites of the abdomen. Phlebotomine
species were identified based on the morphology of their spermatheca (Galati, 2023) and place

of origin. After visualising the spermatheca, the females' bodies were stored in Eppendorfs with
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70% alcohol. The phlebotomine bodies were then dried at 60°C for 5 minutes in a drying oven

to maintain sample integrity and avoid damage.

3.3.3. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The 120 specimens of each species were divided into groups of four and measured in
quadruplicate using four entire sandfly specimens in the sample holder to improve the signal-
to-noise ratio. The average FTIR spectra were analyzed, and absorption bands were identified
and assigned to their respective molecular contributions.

The mid-infrared spectra were obtained using an attenuated total reflectance accessory
(ATR) at Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (Spectrum 100, Perkin Elmer). The

spectra were collected from 4000 to 600 cm-1, with 4 cm-* resolution and 10 scans.

3.3.4. Data Analysis

The data analysis was performed in Python (version 3.9.12) using the Scikit-learn
package (version 1.1.2). First, the FTIR spectra of duplicate samples were averaged and then
subjected to the Standard Normal Variate (SNV) pre-processing method, which removes the
variation from the baseline and rescales the spectral intensity to prevent interference in the data
analysis due to random experimental variations (Rinnan, Berg, & Engelsen, 2009).

The average FTIR-SNV spectra for the Lutzomyia cruzi and Lutzomyia longipalpis
group, in the 4000 to 600 cm-! range, were submitted to principal component analysis (PCA).
PCA is an unsupervised method that will project our pre-processed data set into a new
dimension (PCs — principal components), which aims to maximize the data variance; this
dimensionally reduced data set retains most of the information from the original variables and
shows how each data sample is distributed in this new dimension (score plot), allowing cluster

the similar samples and distinguish groups. Each PC represents a percentage of the data variance
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and will enable us to analyze the main spectral range that most contributes to the data variance
percentage through the loading plot. PCA is an essential step in visualizing the group
classification tendency. Then, the Hotelling T2 test was performed to remove outliers (Jolliffe;
Cadima, 2016). Here we analyzed three different ranges: (i) 4000 to 600 cm-%; (ii) 3100 to 2800
cm-%, and (iii) 1800 to 800 cm-1, to use only those vibrational modes that improve the group
clustering and classification and eliminate highly correlated data (Larios et al, 2020).

The sample classification is performed by prediction models built by machine learning
(ML) algorithms using PC output data from 70% of the sample set. Before sample classification
tests, we must determine the ideal number of PCs to be used, avoiding overfitting and
underfitting (Casaril et al., 2021). Here we used the Feature Selection Recursive Feature
Elimination (RFE), which selects the main PCs that most contribute to achieving high accuracy
and removes other PCs with the weakest contribution to correct sample classification in ML
tests . The use or removal of a determined PC was made based on the accuracy achieved using
Linear Discriminant Analysis (LDA) to classify the samples in a leave-one-out cross-validation
(LOOCV) test.

In a brief description, Discriminant Analysis (DA) classifies the sample based on the
distance between the sample data and the contour built by using a linear (L) or quadratic (Q)
function to separate the classes (group). In LOOCV, one sample is taken from the data set, and
the others are used to build the prediction model (training). Then, the prediction model accuracy
is tested using the sample data withdrawal from the data set. The procedure is repeated until all
sample data have been tested.

After determining the ideal number of PCs and which PCs most contribute to sample
classification in each spectral range analyzed, a LOOCV test was performed — by using the

respective RFE-PCs data for each range — based on a Support Vector Machine (SVM), which
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organizes each sample class through the optimization of a hyperplane — the hyperplane can be
linear or nonlinear, being optimized to reach high performance — between the classes . Finally,
we determined the best spectral range, SVM function (Linear, Quadratic, and Cubic), and PCs
to build a predicting model, whose ability for generalization was tested in an external validation

test using 30% of the sample set.

3.4. Results and Discussion

Figure 1 shows the sand fly FTIR-SNV spectra for Lutzomyia cruzi and Lutzomyia
longipalpis species. The line represents the group average FTIR-SNV spectra; the respective
standard deviations are shown as a shadow around it. Besides the high similarity between both
spectra, which exhibit the same vibrational band position and intensity. A careful examination
of spectra reveals subtle changes — highlighted in the figure — around the wider 3270 cm™ band,
which is more intense and exhibits a shoulder at 3391 cm™, followed by more intense 2926,
1154, and 1109 cm™ centered bands for Lutzomyia longipalpis species. These small details can
contribute to species differentiation with proper data analysis.

The vibrational wide band centered around 3270 cm™ is usually assigned to H-bonded
modes from chitin, polysaccharides, proteins, and residual water. The next four medium
vibrational bands in 2970 to 2800 cm™ are assigned to C-H stretching from lipids and fatty acids
molecules. The high-intensity 1630 cm™ band assigned to C=C and C=0 stretching is related
to Amide | from proteins, and the 1500 cm™ band assigned to N-O stretching and N-H bending
is related to Amine groups. Finally, three medium band groups: (i) 1444 and 1372 cm™ assigned
to C-H bending from lipids, proteins, and fatty acids; (ii) 1308 and 1236 cm™ assigned to P=0,

O-H bending, C-O stretching, and C-N stretching (Amine) from phospholipids, lipids, and
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proteins; (iii) 1154, 1109, 1064, 1027 cm™ assigned to C-O stretching, CO-O-CO stretching,

and C=C bending from carbohydrates (Ferreira et al., 2016).

Figure 1 - Sand flies averaged FTIR-SNV (solid line) and standard deviation (shadow).
Lutzomyia cruzi (blue trace) and Lutzomyia longipalpis (red trace). The main vibrational modes
differences identified by the eye are highlighted inset. Outliers were previously removed from
the dataset.
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The FTIR-SNV principal component analysis results are summarized in Figure 2. The
score plot for Lutzomyia cruzi and Lutzomyia longipalpis could clearly distinguish the groups
with a relatively large frontier of separation using only PC1 and PC2 at the 4000 to 600 cm™
range, which is responsible for 68% of data variance, Figure 2(a). The loadings describe the
correlation between the principal components and the original FTIR-SNV data. For PC1 at 4000
to 600 cm™ range, we can observe a major data variance related to the wide and intense 3270
cm? centered band, followed by a small contribution of three vibrational bands in the 2970 to
2800 cm™ range from lipids and fatty acids molecules, and the 1154, and 1109 cm™ centered

bands as expected from the visual inspection of the FTIR-SNV spectra. Additionally, PC2 also
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shows the contribution of the amide and amine bands at around 1626 and 1500 cm™,

respectively.

Figure 2 - Score plot (a, ¢, and e) and loadings (b, d, and f) from PCA data analysis. (a - b)
entire spectral range from 4000 to 600 cm-1, (c — d) from 3000 to 2800 cm-1, and (e-f) from
2000 to 800 cm-1. Lutzomyia cruzi (blue trace) and Lutzomyia Longipalpis (red trace). The
main vibrational modes differences identified by the eye are highlighted inset. Outliers were
previously removed from the dataset.
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The wide, strong band centered around 3270 cm™? results from many superimposed

contributions — as mentioned before — among them the O-H vibrational mode from water
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molecules, which cannot be the main data for group selection. Besides previous sample
dehydration, we can guarantee that some water molecules were trapped inside. Then, we
explored other spectral ranges to observe the other FTIR-SNV vibrational bands contributions
to sample classification. The first analysis was conducted in the 3100 to 2800 cm™ range, Figure
2(b), mainly assigned to C-H stretching from lipids and fatty acids. The score plot for PC1xPC2
is responsible for 94.8% of data variance, and a reasonable group separation can be achieved.
However, there is no clear frontier of separation between both groups as before because some
samples are mixed into another group cluster. The loading shows the main contributions of
2850 and 2923 cm™  bands for PC1 and the 2965 cm™ for PC2.

A similar difficulty in clustering both groups using only PC1xPC2 was found in the
1800 to 800 cm-1 range, in which the main vibrational modes are related to proteins,
carbohydrates, and lipids molecules. The score plot PC1xPC2 is responsible for 65.8% of data
variance, and a separation tendency between both groups can be observed, but the number of
samples embedded in the other group increased. The loading plot shows that the main
contributions for data variance is centered around 1600, 1400 and 1100 cm, assigned to Amide
I, C-H bending and C-O stretching from proteins, lipids and carbohydrates, respectively.

Besides, PC1xPC2 projection could not distinguish both groups successfully; other
principal components projection can improve the results, and we may explore this possibility
when using machine learning algorithms. Here, we use the RFE algorithm to select the main
principal components with the higher contribution for group selection. The 4000 to 600 cm™
range used only 3 PCs (1, 2 and 4), the 3100 to 2800 cm™ range used 6 PCs (1, 2, 4, 5, 6 and
7), and the 1800 to 800 cm™ range used 10 PCs (1, 3, 4,5, 6, 7, 8, 10, 11 and 19). The PCA data
corresponding to each RFE-PCs was submitted to the SVM algorithm to build a prediction

model based on the Linear, Quadratic and Cubic functions. Figure 3 summarized the overall
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accuracy achieved by each prediction model in the LOOCV test for each spectral range
analyzed.

The best overall accuracy, exceeding 95%, was achieved by Linear Support Vector
Machine (L-SVM) across all spectral ranges. A marginal reduction in overall accuracy, from
100% to 97.6%, was observed as the spectral range transitioned from 4000-600 cm™! to 3100-
2800 cm™, then to 95.2% in the 1800-800 cm™* range. This small decrease in the results suggests
it is statistically irrelevant due to the number of samples tested because a 5% decrease represents
only 1 sample misclassified in our sample set. Then, it also suggests that any spectral range can
be used to obtain a good prediction model for laboratory routine use. However, to achieve the
best overall accuracy, using Quadratic and Cubic SVM was necessary to apply 6 and 10 PCs,
respectively. The maximum achieved was 95.2% for Cubic SVM with 10 PCs in the 4000-600

cm' range.
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Figure 3 - Prediction model overall accuracy for Linear, Quadratic and Cubic SVM achieved
in the Lutzomyia cruzi and Lutzomyia Longipalpis samples classification. Different spectral
ranges were tested: entire spectral range from 4000 to 600 cm-1 (navy bars with horizontal lines
pattern) using 3 PCs (1, 2 and 4); 3100 to 2800 cm-1 (green bars with right inclined lines
pattern) using 6 PCs (1, 2,4, 5, 6 and 7); and 1800 to 800 cm-1 (orange bars with vertical lines
pattern) using 10 PCs (1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11 and 19).
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A confusion matrix (merit figure) illustrates the method's reliability, which describes
how our prediction methods classify the samples according to their real labels, Figure 4. The
prediction model is built based on the sample classification in the internal test (LOOCV), based
on the algorithm performance with a proper choice of PCs. The left side in Figure 4 describes
the same accuracy values shown in Figure 3 for Linear SVM in the different spectral ranges at
the LOOCYV test. The right side in Figure 4 shows the accuracy values achieved in the validation
test for the Linear SVM using the proper PCs for each spectral range determined in the LOOCV

test.
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Figure 4 - Confusion Matrices for LOOCYV test (left side) and Validation test (right side) using
Linear SVM algorithm. Sample (Lutzomyia cruzi and Lutzomyia longipalpis groups)
classification demonstrated for the entire spectral range from 4000 to 600 cm-1 using 3 PCs (1,
2 and 4); from 3000 to 2800 cm-1 using 6 PCs (1, 2, 4, 5, 6 and 7); and from 1800 to 800 cm-1
(1,3,4,5,6,7,8,10, 11 and 19).
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The validation tests were successful, with 100% overall accuracy for all spectral ranges

analyzed with the proper choice of PCs. A small deviation between the overall accuracy
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achieved in the LOOCV and validation test is observed, but it is only due to the difference in
the number of samples used for each test — 70% in LOOCV and 30% in validation. The results
suggest that besides the great contribution of the 3270 cm-1 centered band for group clustering,
it is not decisive for the result. We also can apply the same algorithm (Linear SVM) and number
of PCs (1, 2 and 4) in other spectral ranges and achieve a great prediction model with overall
accuracy above 95%.

Sand flies can be collected using various traps and methodologies. However, it is
important to note that some animal structures may be lost or damaged during management
(Alexander, 2000; Alten et al., 2015). The use of FTIR for sand fly species with similar
morphology is a useful tool because it does not require material preparation and the loss of
characters does not affect species-level identification.

Traditional techniques for identifying sand flies become inefficient due to the
morphological identity of female Lutzomyia cruzi and Lutzomyia longipalpis (Galati, 2003;
Young & Duncan, 1994). Casarril et al. (2021) demonstrated the effectiveness of using FTIR-
PAS with multivariate analysis in differentiating Lutzomyia cruzi and Lutzomyia longipalpis

males. Our studies have shown that this technique can also be used to differentiate females.

3.5. Conclusions

The results of the PCA and ML algorithm demonstrate that the main vibrational modes
difference between Lutzomyia cruzi and Lutzomyia longipalpis can be assigned to 2970 to 2800
cm? range (C-H stretching from lipids and fatty acids molecules) and 1154, 1109 cm™ (C-O

stretching, CO-O-CO stretching, and C=C bending from carbohydrates).
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CONCLUSOES

FTIR e aprendizado de maquina foi capaz de diferenciar fémeas de Lutzomyia cruzi e
Lutzomyia longipalpis com o uso de PC 's em faixas corretas, obtendo acuracia acima
de 95%.

Diferencas entre Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis sdo atribuidas as faixas 2970
até 2800 cm-1e 1154, 1109 cm-1, lipidios, &cidos graxos e carboidratos respectivamente.
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