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RESUMO

Casos de leishmaniose tegumentar americana vém aumentando nos ultimos anos no
Estado do Acre, com a identificacdo de espécies distintas de Leishmania isoladas de
lesBes cuténeas de pacientes. Entretanto, ainda ndo ha registros de leishmaniose
visceral, e pesquisas sobre a fauna de flebotomineos no Estado ainda sdo limitadas. O
presente estudo teve como principal objetivo ampliar o conhecimento sobre a fauna
flebotominica no municipio de Rio Branco (Acre) e avaliar a taxa de infecgdo natural
por Leishmania spp. nos insetos capturados. Foram realizadas coletas com o apoio da
Secretaria Municipal de Vigilancia e Salde do municipio, no periodo de Abril
2011/Abril 2012, utilizando armadilhas luminosas dispostas em seis areas - cinco
residenciais e uma area de laser. Apo6s identificacdo taxondmica segundo metodologia
proposta por Galati, as fémeas de flebotomineos foram avaliadas individualmente para
infeccdo natural por Leishmania spp. através de ensaios de PCR-multiplex associados a
hibridizacdo com sondas especificas (subgénero Viannia e Leishmania infantum) e
revelacdo enzimatica. Foram utilizados dois conjuntos de iniciadores por reagdo, sendo
um desenhado para a regido conservada dos minicirculos do KDNA género Leishmania,
e outro para um gene constitutivo especifico de flebétomos (cacophony) género
Lutzomyia. Na tentativa de identificar a espécie de Leishmania encontrada nos
flebotomineos, foram realizados ensaios de PCR-RFLP, clonagem e sequenciamento do
fragmento de 120 pb correspondente ao produto amplificado contendo a regido
conservada dos minicirculos de KDNA. Foram coletados 455 espécimes de
flebotomineos, sendo 256 fémeas e 199 machos; 173 fémeas foram destinadas a anélise
molecular diagnostica. A identificacdo taxondmica dos insetos possibilitou a
caracterizacdo de 20 espécies, e sete sendo identificadas apenas até género. Os
espécimes classificados no género Trichophoromyia spp. foram os mais abundantes
com 146 individuos, seguido da espécie Trichophoromyia auraensis com 96, e
Nyssomyia whitmani com 74 exemplares coletados. Os géneros Trichophoromyia spp. e
Nyssomyia spp. foram os mais abundantes, tanto nas &reas de mata como no
peridomicilio. A analise diagndstica detectou 12 fémeas positivas para infecgdo por
Leishmania spp., correspondendo a 6,9% (12/173). Destas, 5,2% corresponderam a
Trichophoromyia spp. (9/173), 1,1% a Evandromyia saulensis (2/173) e 0,6% Pressatia
spp. (1/173). O sequenciamento do produto amplificado de Leishmania spp. das 12

amostras positivas, possibilitou a construgdo de uma arvore filogenética, a qual revelou
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similaridades entre clones das amostras-teste e amostras referéncia de L. (V.)
braziliensis, L. (V.) lainsoni, subgénero Viannia, L. (L.) amazonensis, L. (L.) chagasi, L.
(L.) infantum e género Sauroleishmania. Devido & complexidade dos dados, maiores
estudos ainda se fazem necessarios para a identificacdo precisa das espécies de
Leishmania detectadas no presente trabalho.
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ABSTRACT

Notifications concerning american tegumentary leishmaniasis have increased in the
recent years in the State of Acre, with the identification of distinct Leishmania species
isolated from cutaneous lesions, and without records of visceral leishmaniasis in the
state. However, studies on the sandfly fauna in Acre are still limited. The main objective
of the present investigation was to bring more knowledge about the sandfly fauna in the
municipality of Rio Branco (Acre) and to evaluate natural infection index by
Leishmania spp. in the captured sand flies. Insects were collected with the support of
the Municipal Surveillance and Health board, from April 2011 until April 2012, using
HP light traps distributed in six areas: five residential areas and one recreation area.
Sand flies collected in these different environments were identified according to the
methodology proposed by Galati. Phlebotomine females were individually analyzed for
the detection of natural infection by Leishmania spp. through the use of multiplex PCR
assays coupled to non-radioactive hybridization with specific probes (Viannia subgenus
and Leishmania infantum). For the multiplex PCR two primer pairs were used, one
specific for the conserved region of kDNA minicircles from Leishmania genus and a
second pair that amplifies a specific constitutive gene of sand flies (cacophony) from
the Lutzomyia genus. In order to identify the Leishmania spp. infecting sand flies, PCR-
RFLP experiments, cloning and sequencing of the 120 bp fragment corresponding to
amplified products containing the conserved region of KDNA minicircles, were
performed. A total of 455 phlebotomine specimens was collected being 256 females and
199 males; 173 females were individually submitted to molecular diagnosis. The
taxonomic identification revealed 20 phlebotomine species identified, where seven of
were possible to be charactherized only to the genus level. The specimens classified as
Trichophoromyia spp. genus were the most abundant with 146 individuals, followed by
the species Trichophoromyia auraensis with 96, and Nyssomyia whitmani with 74
specimens collected. Trichophoromyia spp. and Nyssomyia spp. genus were the most
prevalent in the florest areas, as well as in the peridomiciliary environment. The
diagnostic analyzes detected 12 female phlebotomines positive for Leishmania spp.
infection, corresponding to 6.9% (12/173). From these, 5.2% were related to
Trichophoromyia spp. (9/173), 1.1% to Evandromyia saulensis (2/173) and 0,6% to
Pressatia spp. (1/173). Following sequencing the Leishmania spp. amplified product
derived from the 12 positive phlebotomine samples, a phylogenetic tree was constructed
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revealing similarities between clones from the samples-test and reference samples from
L. (V.) braziliensis, L. (V.) lainsoni, Viannia subgenus, L. (L.) amazonensis, L. (L.)
chagasi, L. (L.) infantum and Sauroleishmania genus. Due to the complexity of the
generated data, more studies are still needed for the precise identification of Leishmania

parasites detected in the present work.
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1.0. Introducao

1.1. Consideractes Gerais

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas parasitarias causadas por espécies
de tripanossomatideos do género Leishmania. Possuem ampla distribuicdo geografica e
diversidade de manifestagcdes clinicas agrupadas em duas categorias: Leishmaniose
Tegumentar e Leishmaniose Visceral, as quais constituem um importante problema de
salde publica. As Leishmanioses ameacam cerca de 350 milhdes de pessoas em
98 paises, 3 territorios, e 5 continentes sdo reportados como de transmissdo endémica
de leishmaniose. No total, a contagem de casos oficiais totalizou mais de 58.000 casos
de Leishmaniose Visceral (LV) e 220.000 notificacdes de leishmaniose tegumentar (LT)
por ano mundialmente (ALVAR et al., 2012). Estima-se que 12 milhdes de pessoas sdo
consideradas atualmente infectadas, com cerca de 1-2 milhdes de novos casos
ocorrendo a cada ano (WHO, 2011). Varias espécies de Leishmania levam a uma
expressao clinica especifica, que pode ser cutdnea, mucocutanea ou visceral, e de
gravidade varidvel. A Leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum, com uma
estimativa de 1,5 milhdes de novos casos por ano, podendo ser causada por L. major, L.
tropica, L. donovani, L. braziliensis e outras espécies (WHO, 2012).

A importancia das leishmanioses reside ndo somente na alta incidéncia e
extensa distribuicdo geografica, mas também na possibilidade da doenca assumir
distintas manifestagdes clinico-patoldgicas que podem determinar lesdes destrutivas,
desfigurantes e também incapacitantes. A forma tegumentar da doenca possui grande
repercussao no campo psicossocial do individuo, ou até mesmo levar a morte, no caso
da forma visceral (GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Do ponto de vista clinico, as leishmanioses se dividem em dois grandes grupos:
forma tegumentar e forma visceral. Em ambos os grupos, depois de estabelecida a
infeccdo e de acordo com a espécie de Leishmania envolvida, assim como a resposta
imune do hospedeiro infectado, os eventos subsequentes ocorrerdo de forma variada
(PERSON & SOUSA, 1996).

Vérias formas clinicas da doenca sdo induzidas por diferentes espécies de
Leishmania e, em particular as espécies variam na patogenicidade em diferentes

populagdes humanas. E geralmente aceito que o controle da Leishmania dentro do



hospedeiro é mediado por resposta imune inata e respostas imunes adaptativas. A
interacdo da Leishmania spp. e a resposta imune do hospedeiro € evidente, ndo s6 em
termos da evolugdo clinica ou sub-clinica de infeccdo, mas também a taxa de cura

espontanea e doenca recorrente. (WHO, 2010)

De uma maneira geral o quadro de lesdes pode variar de lesdes unicas ulceradas
ou nodulares, muitas vezes de evolucdo benigna (leishmaniose cutaneo-simples, LC), a
casos de numerosas lesdes disseminadas por todo o corpo do individuo ou lesbes difusas
levando a quadros graves (leishmaniose cutaneo-difusa, LCD), de dificil cura, ou ainda,
a lesbes mutilantes provocadas pelo parasitismo de mucosas (leishmaniose
mucocutanea, LMC). Em relacdo a Leishmaniose Visceral (LV), o0s parasitos
multiplicam-se preliminarmente em macrofagos da pele, alcancando depois as células
SFM dos orgdos internos, principalmente baco, figado e medula 6ssea, provocando
quadros cuja severidade depende normalmente do tempo de evolucéo clinica, gerando
quadros assintomaticos que podem evoluir a moderados e graves, onde, observa-se
hepato-esplenomegalia com comprometimentos generalizados, acarretando em casos
fatais, quando nédo tratados (WHO, 1998). No Brasil o Ministério da Saude (MS)
disponibiliza para o tratamento de pacientes com as leishmanioses visceral e tegumentar
americana medicamentos como 0 antimonial pentavalente como droga de primeira
escolha e, a depender da indicacdo, o isotionato de pentamidina, anfotericina B
desoxicolato e anfotericina B lipossomal, sendo que esta Gltima esta indicada apenas
para pacientes com LV uma vez que ndo possui registro para o tratamento de pacientes
com LTA. A anfotericina B desoxicolato é considerada como droga de primeira escolha
no tratamento de gestantes com as leishmanioses e coinfectados com Leishmania / HIV
e de segunda escolha quando ndo se obtém resposta ao tratamento com o antimonial

pentavalente ou na impossibilidade de seu uso. (SIPAR, 2011)

A distribuicdo geografica das leishmanioses esta associada a presenca do inseto
vetor, fémeas hemat6fagas de dipteros da sub-familia Phlebotominae encontradas
mundialmente. Soma-se a isto uma série de caracteristicas bioldgicas inerentes ao
préprio vetor que certamente influencia em sua capacidade vetorial, podendo entdo
exercer um impacto relativo na disseminacao da doenca, devido ao papel que os vetores

flebotomineos desempenham na disperséo do parasito (DESJEUX et al., 1999).



A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) tem ampla distribuicdo no
Continente Americano com registro de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos
até o norte da Argentina, com excec¢do do Chile e Uruguai. No Brasil, a LTA é uma
doenca com diversidade de agentes, de reservatorios e de vetores gque apresentam
diferentes padrdes de transmissdo e um conhecimento ainda limitado sobre alguns
aspectos, 0 que a torna de dificil controle (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007).

A Leishmaniose Visceral corresponde a forma mais severa da doenca, e é fatal
se ndo for tratada. Sua prevaléncia é de 500 000 casos por ano, com mais de 90% destes
na india, Bangladesh, Brasil, Nepal e Suddo (WHO, 2010).

A Leishmaniose Visceral, devido a sua incidéncia e alta letalidade,
principalmente em individuos ndo tratados e criangas desnutridas, é também
considerada emergente em individuos portadores da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se uma das doencas mais importantes da
atualidade. Possui ampla distribuicio ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio,
na Africa e nas Américas, onde também ¢ denominada Leishmaniose Visceral
Americana (LVA) ou calazar neo-tropical (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2006).

No Brasil, ambas LTA e LVA se encontram em processo de expansdo em quase
todos os estados, com tendéncia a urbanizacdo e registros ocasionais de surtos,
constituindo um quadro endémico com caracteristicas préprias das nossas questfes de
satde publica (LIMA et al., 2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No Brasil foi notificado, no periodo de 2001 — 2010, um total de 33.473 casos de
Leishmaniose Visceral, onde a maior parte dos casos se concentra na regido Nordeste
com 17.969 casos confirmados no mesmo periodo (SINAN/SVS/MS 2011). Em relacdo
a LTA, foram notificados, neste periodo (2001 — 2010), um total de 134.286 casos
humanos no pais. Segundo o Ministério da Saude do Brasil, somente no ano de 2010
foram notificados 21.981 casos, dos quais 8.911 foram registrados nos estados que
fazem parte da Amazobnia brasileira, mantendo-se valores semelhantes aos anos
anteriores (SINAN/SVS/MS 2011). Mais de uma espécie de Leishmania, de ambos os
subgéneros: Viannia — que inclui espécies do complexo braziliensis, e Leishmania -
composto por aquelas que compreendem o complexo mexicana (THOMAZ-SOCCOL
et al.,, 1993; LAINSON & SHAW, 1998), podem causar as formas tegumentares no



Brasil. Se tratanto da forma Visceral da doenca, ate 0 momento no Brasil o Unico

agente etiologico é a espécie Leishmania (Leishmania) infantum.

1.2. O Parasito do género Leishmania

Os agentes etioldgicos das Leishmanioses sdo protozoarios parasitos
morfologicamente similares do género Leishmania ROSS,1903 que pertencem ao sub-
reino  Protozoa, filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, todos com graus varidveis de especificidade pelo hospedeiro
invertebrado (CHANCE, 1985). Sé&o organismos unicelulares, digenéticos,
heteroxénicos, contendo uma organela especializada denominada cinetoplasto. Este
protozoario apresenta duas formas morfoldgicas distintas durante seu ciclo: amastigota e
promastigota. A forma amastigota localiza-se no fagossoma das células do Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM) dos hospedeiros vertebrados (homem, animais
selvagens e animais domeésticos). Os amastigotas possuem formas ovaladas ou
arredondadas, com cerca de 2 a 6 um de diametro, contendo um nucleo deslocado para a
porcao anterior acima do cinetoplasto, proximo ao qual se encontra um flagelo interno
inaparente. A forma promastigota habita o aparelho digestério do vetor e possui forma
alongada, com dimensdes de 15 a 30 um de comprimento por 2 a 3 um de diametro,
apresenta um nucleo central, um cinetoplasto anterior ao nucleo e um flagelo longo e
livre emergindo da bolsa flagelar na extremidade anterior (LAINSON & SHAW, 1972,
1987; MOLYNEUX & KILLICK-KENDRICK, 1987; PEARSON & SOUZA, 1996).

Atualmente sdo conhecidas cerca de trinta espécies de Leishmania que infectam
mamiferos, agrupadas e classificadas em dois subgéneros: o subgénero Leishmania
(sensu stricto) e Viannia (ver Figura 1.1) (LAINSON & SHAW, 1987, WHO 2010.).
De acordo com esta classificacdo, as espécies pertencentes ao subgénero Leishmania
desenvolvem-se de forma exclusiva na por¢cdo média e anterior do intestino (secdo
Suprapilaria), enquanto as espécies do subgénero Viannia, desenvolvem-se nas partes
anterior e média, como também no intestino posterior na regido do piloro (secdo
Peripilaria) dos flebotomineos (LAINSON & SHAW, 1979). Esta classificacdo se
mantém e é corroborada pela analise de caracteres intrinsecos como isoenzimas
(RIOUX et al., 1990), analise da sequiéncia do gene de mini-exon (FERNANDES et al.,
1994), analise dos perfis de restricdo (RFLP) dos espagadores internos do gene
ribossémico sub-unidade menor (SSU rRNA) (NOYES et al., 1997; CUPOLILLO et al.,



2000), e mais recentemente, através da analise de curvas de dissociacdo térmica por
PCR em tempo real, utilizando como alvo a regido conservada dos minicirculos de
KDNA (PITA-PEREIRA et al., 2012). Os parasitos de répteis foram agrupados em um
novo género: Sauroleishmania (RANQUE, 1973; KILLICK-KENDRICK et al., 1986).

Estudos baseados em aspectos bioquimicos e moleculares apontam claras relacdes
filogenéticas entre tripanosomatideos do género Endotrypanum (que parasitam
hemécias de preguicas (Bradypodidae ou Megalonychidae) na forma tripomastigota ou
epimastigota, mas desenvolvem-se nos fleb6tomos e em culturas in vitro como
promastigotas), e algumas espécies de Leishmanias que tinham classificacdo incerta. O
que sugeriu a criagdo de duas linhagens genéticas distintas, as “Se¢des” Euleishmania e
Paraleishmania. A primeira compreende 0s subgéneros Leishmania e Viannia; a
segunda abriga o género Endotrypanum e L. herreri, L. deanei, L. hertigi, L.
equatorensis e L. colombiensis (CUPOLILLO et al., 2000; 2001; SCHONIAN, 2010).



Taxonomia de Leishmania

Trypanosomatidae
Familia
Género  Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
“““““““ A T
| !
I
Complexo ’ ’ [ ! :
I
de L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana : L. braziliensis : L. guyanensis
espécies ’ : l
I I
-------------------- 1 - S R e e
.. L.chagasi* L. killicki* L. major L. aethiopica L. amazonensis  N&o patogénico aos humanos: | L. braziliensis 1 N&o Atribuido 1 L. guyanensis
ESPECIes | donovani L. tropica L.garnhami *  Velho Mundo ' L. peruviana L. lainsoni » L. panamensis
L. infantum L. mexicana ' L. arabica n : !
L. pifanoi* ' L. gerbilli : : :
L. venezuelensis 1 Novo Mundo : ! :
) L. aristidesi : ! :
i L. enriettil ! ! .
I L. deanei ! ) :
' L. hertigi 5 b 3

* espécies com estatus ainda em discusséo

Figura 1.1: Taxonomia do género Leishmania (WHO, 2010) — Adaptado para o Idioma Portugués.



1.3. O DNA do parasito e sua diversidade genética

A ordem Kinetoplastida é constituida por protozoarios que apresentam uma
organela denominada cinetoplasto, que é uma regido especializada da mitocondria,
constituida por moléculas de DNA circulares e concatenadas formando a rede de DNA
do cinetoplasto ou kDNA. O genoma destes parasitos consiste de dois tipos de acido
desoxirribonucleico de replicagdo autdonoma: DNA nuclear e DNA mitocondrial
referido como kDNA.

O kDNA representa a informacdo genética mitocondrial dos kinetoplastideos e
corresponde a 10 - 20% do DNA total da célula. Consiste em uma rede compacta,
formada por dezenas de milhares de moléculas de DNA circular menores, chamadas de
minicirculos que encontram-se concatenadas entre si, com tamanhos aproximados de
800 pares de base (pb), localizadas na matriz mitocondrial ou cinetoplasto
(SIMPSON,1987; RYAN 1988; RAY, 1989).

Os maxicirculos estdo presentes em menor nimero na rede de KDNA, com cerca
de 50 cdpias, com tamanhos variando de 20 a 37 kb, dependendo da espécie.
Equivalem, geneticamente, ao DNA mitocondrial em outros eucariotos, e codificam
para genes mitocondriais estruturais como citocromo B, subunidades de citocromo
oxidase, subunidades de NADH desidrogenase, todos envolvidos no processo de
obtencdo de energia celular. Os maxicirculos codificam também os genes de RNAs
ribossomais da mitocondria, 9S e 12S, além de outras fases abertas de leitura
(SIMPSON & SIMPSON, 1978; DE LA CRUZ et al., 1984; SHAPIRO & ENGLUND,
1995).

Os minicirculos, na maioria das espécies de tripanosomatideos, perfazem
aproximadamente 90 - 95% da massa do kDNA (ENGLUND, 1982). A funcdo genética
crucial dos minicirculos é codificar pequenos RNAs guias que possuem
aproximadamente 70 nucleotideos, que tém como funcdo governar a edicdo do RNA
mitocondrial (STURM & SIMPSOM, 1990). Apesar da heterogeneidade existente entre
as sequéncias primarias dos minicirculos, algumas caracteristicas de organizacdo de
sequéncias sdo comuns a todos eles. Essas moléculas contém ao menos uma regido
conservada de 120 a 150 pb, razoavelmente homogénea entre representantes do mesmo
género (SIMPSON, 1987). RAY (1989), comparando as regiGes conservadas dos

minicirculos de oito especies de tripanosomatideos, demonstrou a existéncia de trés
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blocos conservados de seqiiéncia (CSBs), os quais ja tinham sido descritos em
Trypanosoma cruzi por DEGRAVE et al., (1988). O CSB-3, por exemplo, possui 12 pb
(5’- GGGGTTGGTGTA- 3’) e foi denominado de sequiéncia universal ou candnica,
correspondendo a origem de replicacdo de uma das fitas de DNA dos minicirculos de

tripanosomatideos.

No género Leishmania, os minicirculos do kKDNA possuem tamanhos em torno
de 800 pb e estdo representados por uma Unica regido conservada de aproximadamente
120 pb seguida de uma regido de sequéncia altamente variavel (650 pb) , cujo grau de
heterogeneidade parece refletir o nimero de classes de RNAs necessario para edi¢do
dos transcritos mitocondriais (SIMPSON & SHAW, 1989; SHAPIRO & ENGLUND,
1995). Existe um consenso entre o0s pesquisadores de que essas moléculas de
minicirculos representam bons marcadores moleculares para diagnostico, pois estdo
representadas em grande nudmero de copias no cinetoplasto, em cerca de 10.000 - 15.000
copias por rede de kDNA (DEGRAVE et al, 1994; CRUZ E TOSI, 1996;
RODRIGUES, 2000). Ressalta-se que minimas variacbes encontradas na regido
conservada dos minicirculos de Leishmania puderam ser exploradas para diferenciar
entre 0s principais agentes etioldgicos das leishmanioses cutanea e visceral no Brasil
(PITA-PEREIRA et al., 2012).

A anélise de seqiiéncias repetitivas do genoma nuclear e mitocondrial tem
mostrado grande heterogeneidade dentro do género Leishmania, caracterizando-as como
alvos especificos para tipagem molecular e identificacdo precisa de organismos distintos
(BARKER, 1987; SIMPSON, 1987). O gene de mini-exon representa uma dessas
sequéncias repetitivas presentes no nucleo, que tem permitido a distincdo entre géneros
e espécies de Kinetoplastida (FERNANDES et al., 1994). Outro gene gque se encontra
em multiplas copias no genoma das leishmanias, e que tem sido Util em ensaios de
tipagem, é o gene codificante para RNA ribossémico. CUPOLILLO et al. (1995)
relataram o potencial das regides espacadoras transcritas deste gene, em experimentos
de caracterizagdo molecular, conseguindo definir as distintas espécies do subgénero
Viannia. Diferentes metodologias de PCR baseadas em alvos como microsatélites, DNA
do cinetoplasto (KDNA), sequiéncias teloméricas, gp63, hsp70, miniexon e b-tubulina,
tém sido propostas para deteccéo e tipagem de parasitos (TAVARES et al., 2003). Mais

recentemente, com a técnica de PCR em tempo real, amostras podem ser processadas



em menos de uma hora, sendo possivel diferenciar rapidamente até mesmo uma simples
mutacdo de nucleotideo dentro de uma sequiéncia de DNA alvo (BEN ABDA et al.,
2010, CASTILHO et al., 2008, NICOLAS et al., 2002, QUISPE-TINTAYA et al.,
2005, SCHULZ et al., 2003, TALMI-FRANK et al., 2010, WORTMANN et al., 2005,
2007). Estes ensaios sao capazes de distinguir entre grupos de Leishmania, permitindo a
diferenciacdo entre parasitos do complexo L (L.) donovani e aqueles pertencentes ao
subgénero (Viannia), alem de outras espécies do subgénero Leishmania (SCHULZ et
al., 2003, WORTMANN et al., 2005). Com o uso de sondas TagMan direcionadas para
o locus glicose- 6- fosfatodesidrogenase, foi possivel diferenciar L (V.) braziliensis de
outas espécies do subgénero Viannia e daquelas do subgénero Leishmania (CASTILHO
et al., 2008).

1.4. O Ciclo Bioldgico do Parasito

Nas Ultimas décadas, as analises epidemioldgicas da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) tém sugerido mudancas no padréo de transmisséo, onde inicialmente
era considerada zoonose de animais silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em
contato com as florestas. Posteriormente, a doenga comegou a ocorrer em zonas rurais,
ja praticamente desmatadas e em regides periurbanas. Observa-se a existéncia de trés
perfis epidemioldgicos: a) Silvestre - onde a transmissao ocorre em areas de vegetacéo
primaria (zoonose de animais silvestres); b) Ocupacional ou lazer — no qual a
transmissdo esta relacionada a exploracdo desordenada da floresta e derrubada de
madeira para construcdo de estradas, extracdo de madeira, desenvolvimento de
atividades agropecudrias, ecoturismo (antropozoonose); ¢) Rural ou periurbana — em
areas de colonizacdo (zoonose de matas residuais) ou periurbana, em que houve
adaptacdo do vetor ao peridomicilio (zoonose de matas residuais e/ou antropozoonose)
(MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007).

A LVA também tem apresentado mudancas importantes no padrdo de
transmissao, inicialmente predominado pelas caracteristicas de ambientes rurais e
periurbanas e, mais recentemente, em centros urbanos como Rio de Janeiro (RJ),
Corumba (MS), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas
(MS), Campo Grande (MS), Séo Luiz (MA), Natal (RN), Fortaleza (CE), entre outros
(MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007).



No ciclo epidemioldgico das Leishmanioses o inseto flebotomineo representa o
elo entre os reservatorios e 0 homem (Figura 1.2), o qual se comporta como hospedeiro
acidental de Leishmania spp, ndo parecendo assumir papel relevante na transmissao da
doenga (MINISTERIO DA SAUDE/ SVS/DVE, 2006).

As formas promastigotas metaciclicas sdo as formas infectantes (KAMHAWI,
2006). Estas formas sdo depositadas juntamente com a saliva do vetor infectado no
momento da alimentacdo sanguinea, na pele do novo hospedeiro mamifero (BATES,
2007; DANTAS-TORRES et al., 2006). Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas, inicialmente por neutréfilos e eosindfilos e
depois por macréfagos e células dendriticas (POLI et al., 2002; BANETH, 2008).

Os parasitos sao interiorizados por macréfagos e encerrados num vacuolo —
fagossoma (BRAZIL,1984). Os fagossomas fundem-se com vesiculas transportadoras
de enzimas lisossomais originando os fagolisossomas (vacuolos parasitoforos), que sdo
organelas com pH &cido, ricas em enzimas hidroliticas e também possuem toda
maquinaria bioquimica para sintese de agentes microbicidas, como espécies ativas do
oxigénio e oxido nitrico (ON) (ANTOINE et al., 1990). As leishmanias sobrevivem
nestas condi¢Oes devido, por exemplo, ao lipofosfoglicano (LPG) que neutraliza os
radicais livres e inibe a explosdo respiratoria pelo macréfago, interferindo assim na
cascata de ativacdo da proteina quinase C e na formacdo de 1,4,5 inositoltrifosfato pelo
macrofago infectado. Um outro exemplo que confere resisténcia aos parasitos no
interior dos fagolisossomos é a presenca dos fosfolipideos de glicosil-inositol (GIPLS),
cuja acdo se faz sobre a inibicdo da explosdo oxidativa e da sintese de ON, o que
favorece a reducdo da atividade leishmanicida de macréfagos infectados (MAUEL,
1996). Estas macromoléculas (GIPLs) recobrem toda a superficie dos parasitos e sao
sintetizadas em grande quantidade, tanto por amastigotas quanto por promastigotas
(SCHNEIDER et al., 1990).
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Figura 1.2: Ciclo bioldgico da Leishmania spp. (Fonte : Imagem cedida por Karina
Mastropasgqua Rebello/Instituto Oswaldo Cruz- Adaptada por Thais de Aradjo Pereira). No
ciclo urbano e peri-urbano, as fémeas infectadas por Leishmania podem transmitir as formas
metaciclicas ao homem e a animais domésticos (1). As formas promastigotas infectam células
do sistema fagocitico mononuclear (2), e dentro dessas células sofrem metaciclogénese,
transformando-se em amastigotas (3). As formas amastigotas se multiplicam intensamente
causando o rompimento das células infectadas (4), ficando livres na corrente sanguinea para
infectar novas células. Assim, quando um flebotomineo faz o repasto sanguineo no vertebrado
infectado (5), ele ingere, juntamente com o sangue, células contendo as formas amastigotas do
parasito (6) que irdo se multiplicar e se diferenciar em promastigotas no trato digestério do
diptero (7), migrando posteriormente para a proboscide do vetor.

A resisténcia do parasito aos baixos valores de pH do fagolisossoma acontece pela
presenca de uma enzima de membrana, que funciona como uma bomba de prétons,
bombeando prétons de dentro do vacuolo parasitéforo para o exterior (ZILBERSTEIN
& DWYER, 1988). No vacutolo parasitéforo, as formas promastigotas diferenciam-se
em formas aflageladas, amastigotas, que sdo metabolicamente mais ativas em pH acido
(CAZULLDO, 1992). As amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria no interior do
fagolisossoma, o que causa o rompimento da célula infectada, liberando os parasitos no
meio extracelular, os quais serdo fagocitados por outros macrofagos, reiniciando 0s

ciclos de multiplicagéo.
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O ciclo de vida no interior do intestino do flebotomineo é complexo, variando
entre os subgéneros Leishmania e Viannia, e incluindo um ndmero distinto de formas
morfologicas (LAWYER et al., 1987; WALTERS et al. 1989; CIHAKOVA & VOLF, 1997;
ROGERS et al., 2002; GOSSAGE et al., 2003; WILSON et al., 2010). No subgénero
Leishmania, as formas amastigotas ingeridas juntamente com os macrofagos de
mamiferos hospedeiros sdo liberadas no intestino médio do inseto vetor ap6s a ingestéo
sanguinea, e se transformam em promastigotas prociclicos, as formas proliferativas.
Cerca de 48- 72 horas ap6s 0 repasto sanguineo, os promastigotas se desenvolvem em
formas longas que ndo se dividem, os promastigotas nectomonas, 0s quais escapam da
matriz peritrofica para o lumen do intestino médio. Aqui eles se desenvolvem em
promastigotas leptomonas - um sinénimo para nectomonas curtas (WALTERS et al.,
1989, CIHAKOVA & VOLF. 1997, BATES, 2007), iniciando assim outro ciclo
proliferativo, e pelo quarto dia apds a alimentagdo sanguinea, estas formas evolutivas
compreendem a maioria da populacdo de parasitas encontrada no inseto vetor. A fase
final corresponde na transformacdo de formas leptomonas em formas de estagio
infectante de mamiferos, os promastigotas metaciclicos. Entre 7 - 10 dias apds a
alimentacdo sanguinea, 60% da populagdo de parasitas na regido da valvula estomodeal
(juncdo entre o intestino médio e intestino anterior) é composta desta forma (ROGERS
etal., 2002; GOSSAGE et al., 2003; WILSON et al., 2010).

Os promastigotas metaciclicos se concentram na regido da valvula estomodeal
(cardia) promovendo a destruicdo da mesma. Isso se da em funcdo da degradacdo de
uma camada de quitina que reveste esta porcdo do intestino do inseto, através da
liberacdo de quitinase, produzida pelo proprio parasito (SCHLEIN et al., 1992). A
destruicdo da valvula faz com que o inseto ao tentar sugar o sangue de um vertebrado
durante a picada, regurgite o contetdo intestinal que carreia 0s parasitos presentes na
porcao anterior do tubo digestivo (cardia e probdscide), podendo infectar o hospedeiro
vertebrado.

1.5. Hospedeiros Vertebrados dos parasitos causadores das leishmanioses.

A interacdo reservatdrio- parasito & multifatorial, sendo considerada um sistema
complexo, imprevisivel e dindmico onde inclui o0 homem e/ ou animal doméstico, o
parasito, o vetor e o animal reservatorio dentro de um determinado ambiente. Este

conjunto desencadeando uma unidade biologica que pode estar em constante mudanca
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em funcéo das alteracdes do meio ambiente e das intera¢fes que ligam suas histdrias de
vida e modelam o processo evolutivo (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007).

Segundo a OMS, para ser incriminada como hospedeiro reservatorio, a populacao
de animais deve ser numerosa, possuir habitos gregarios freqlentes, vida longa, intenso
contato com o inseto vetor, infeccdo leve de curso longo e o parasito infectante deve ser
indistinguivel do parasito encontrado no homem (ASHFORD, 1996). Considera-se
“RESERVATORIO”, a espécie ou 0 conjunto de espécies que garantem a circulagio de
um determinado parasito na natureza dentro de um recorde de tempo e espaco
(MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007). ASHFORD (1996; 1997) propoe a mais
simples, clara e objetiva conceituacdo ao definir RESERVATORIO, ndo como sendo
uma Unica espécie, mas como um sistema formado pelo conjunto de espécies que
garanta a manutencdo de um determinado parasito na natureza. O autor define ainda que
um sistema reservatdrio deve ser consistente, equilibrado e, principalmente, deve ser
sempre considerado numa escala espaco-temporal Gnica. Sao caracteristicas importantes
desse sistema: a alta abundancia relativa das espécies mamiferas que sustentam a rede
de transmissdo (para permitir que cada componente seja fonte de infeccdo a pelo menos
outro animal), e alta longevidade — do sistema e ndo necessariamente dos hospedeiros —
para permitir a persisténcia do agente durante o periodo de baixa transmissdo
(ASHFORD, 1996). Poréem neste caso, torna-se relevante reconhecer os hospedeiros que
sdo essenciais a manutencdo do parasito (reservatorios) daqueles que sdo meramente

incidentais (hospedeiros que se infectam, mas que apresentam baixa transmissibilidade).

Uma espécie de Leishmania pode ser mantida por diversos hospedeiros (homens,
cdes e roedores), e um mesmo hospedeiro pode albergar diferentes espécies deste
parasito (SALIBA et al., 1988; STRELKOVA et al.,1993). Identificar os animais que
podem servir de reservatério para as leishmanias, em uma area endémica, tem grande
relevancia na epidemiologia das leishmanioses. Infec¢cdes por leishmanias que causam a
LTA foram descritas em vérias espécies de animais silvestres, sinantrépicos e
domésticos (canideos, felideos e equideos). Ja foram registrados como hospedeiros e
possiveis reservatorios naturais, algumas espécies de roedores (Bolomys lasiurus, Rattus
rattus, Nectomys squamipes), marsupiais (Didelphis albiventris), edentados (Bradypus
tridatylus) e canideos silvestres. (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007). Se tratando de
leishmaniose visceral, na area urbana, o cdo (Canis familiaris) é a principal fonte de

infeccdo. A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humaos e a infeccdo
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em cédes tem sido mais prevalente do que no homem. No ambiente silvestre, os
reservatorios conhecidos ate 0 momento sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2006).

A identificacdo de um animal como reservatorio necessita ser provada e depende
do isolamento do parasito de lesGes de pele ou de visceras (SALIBA & OUMEISH,
1999). Métodos de laboratorio (imunoensaios, eletroforese de isoenzimas, sondas de
DNA e técnicas de PCR) tém papel essencial na identificacdo de espécies do parasito
isoladas de animais e podem ser utilizados como importante ferramenta para

identificacdo de novos reservatorios.

1.6. Hospedeiros Invertebrados - Subfamilia Phlebotominae.

Os flebotomineos s&o insetos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (YOUNG & DUNCAN, 1994). A subfamilia
Phlebotominae esta dividida em seis géneros, trés no Velho Mundo: Phlebotomus,
Sergentomyia e Chinius, e trés no Novo Mundo: Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya.
Pschodopygus tem sido considerado como género por alguns autores (FRAIHA et al.,
1971; FORATTINI, 1973; FRAIHA et al., 1974), contudo, manteve-se sua posicao
taxonémica como subgénero de Lutzomyia. Segundo a classificacdo de GALATI (1995;
2003), os flebotomineos americanos sdo divididos em 23 géneros, os vetores de
leishmanias estdo distribuidos principalmente em sete deles: Bichromomyia, Lutzomyia,
Migonemyia, Nyssomyia, Pintomyia, Psychodopygus, e Trichophoromyia.

No Velho Mundo, o género Phlebotomus é o mais importante relacionado a
leishmaniose, enquanto que no Novo Mundo, as espécies mais relevantes sao
pertencentes ao género Lutzomyia (revisado por LAINSON & SHAW, 1987, 1992,
1998). Apesar da existéncia de mais de 500 espécies de fleb6tomos no Novo Mundo,
apenas cerca de 30 delas sdo incriminadas como vetores (Ver tabela 1.1). Segundo a
Organizacdo Mundial de Salde, para que uma espécie seja considerada transmissora,
cinco critérios devem ser cumpridos: alta densidade do fleb6tomo na &rea endémica, seu
grau de antropofilia, a infecgdo natural por Leishmania sp., a comprovagao experimental
da infeccéo e a transmisséo pela picada (WHO, 1990).

Esses pequenos insetos raramente ultrapassam cinco milimetros, apresentam
pernas delgadas e longas, e sdo facilmente reconhecidos no campo devido a trés

caracteristicas marcantes: quando em repouso as asas ndo permanecem justapostas, mas
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em angulo em relacdo ao abddémen; seu corpo é densamente piloso; e geralmente
aproximam-se das fontes de alimento através de pequenos saltos (FORATTINI 1973;
KILLICK-KENDRICK 1999).

Os flebotomineos devido aos seus aspectos fisicos recebem varias denominacdes
populares, como “mosquito palha”, devido sua colora¢do semelhante a palha vegetal,
“asa branca”, “asa dura” ou “anjinho”, porque possuem asas de formato lanceolado, que
na posicdo de pouso permanecem levantadas, com pequena inclinacdo; ‘“tatuquira”,
pelo habito de se abrigarem em buracos de tatu; “arrepiado”, por possuirem o corpo
piloso; “pula-pula”, por ficarem saltitando nos locais de pouso; “cangalhinha”, porque
apo6s a hematofagia, o estbmago posterior das fémeas se dilata e ocupa quase toda
cavidade abdominal, assemelhando-se a uma cangalha de animal (FORATTINI, 1973).

Desde a descri¢do da primeira espécie de Psychodidae por SCOPOLI em 1786,
diversas modificacGes tém sido propostas na classificacdo do grupo, em especial a
daqueles do continente americano. THEODOR, em 1948, prop0s uma nova
classificacdo para os flebotomineos do Novo Mundo, dividindo-os em quatro géneros,
com importancia destacada para o uso de caracteres do cibario e das genitalias
masculina e feminina para a separagdo dos grupos. Pequenas modificagdes foram feitas
nessa classifica¢do do grupo por YOUNG & FAIRCHILD (1974), LEWIS et al. (1977)
e por YOUNG & DUNCAN (1994). Atualmente, muitos trabalhos utilizam a
classificacdo proposta por GALATI, no ano de 1995, baseada na filogenia do grupo,
com énfase para os flebotomineos da América (GALATI 2003), que elevou a género 0s
subgéneros propostos na taxonomia de YOUNG & DUNCAN (1994) empregados
anteriormente. No conceito de GALATI (2003), além do género citado em que somente
algumas espécies estdo incluidas, outros géneros existem. Assim, quando se Ié
Nyssomyia neivai estamos nos referindo a espécie Lutzomyia neivai que era empregada
em publicagdes anteriores.

Os flebotomineos adultos apresentam dimorfismo sexual expresso nas
diferencas da forma do corpo, como também no comportamento alimentar que se
expressa na hematofagia exclusiva das fémeas, as quais apresentam um ciclo
gonodotrofico, fazendo a ovoposicdo cerca de cinco a sete dias apds o repasto
sanguineo. A alimentacdo sanguinea € necessaria para que ocorra 0 amadurecimento do
foliculo ovariano e desenvolvimento dos ovos. Além disso, os flebdtomos alimentam-se

de seivas de plantas ou secrecdes de afideos (honeydew) como fonte de carboidratos,
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dos quais obtém energia para suas atividades fisiologicas, principalmente relacionadas
ao voo (BRAZIL & BRAZIL, 2003; FORATTINI, 1973).

Os flebotomineos apresentam pecas bucais relativamente curtas (0,2 - 0,4 mm),
impedindo uma penetracao profunda na pele dos hospedeiros. A laceracdo da pele e dos
capilares sanguineos leva a formacdo de hemorragia subcutanea de onde o sangue €
sugado, processo denominado “Pool feeding”. A saliva dos flebotomineos é uma
importante ferramenta na hematofagia, sendo observada pela primeira vez por ADLER
& THEOR, em 1926, a presenca de anticoagulantes na saliva de Phlebotomus papatasi.
E de grande importancia o estudo da composicdo salivar dos flebotomineos, sendo
Lutzomyia longipalpis (vetor de L. infantum) a espécie mais estudada, a qual apresenta
um peptideo denominado maxadilan em alusdo a seu potente efeito vasodilatador.
Substancias anticoagulantes e vasodilatadoras presentes na saliva de flebotomineos
possibilitam ao inseto neutralizar os mecanismos de hemostasia do vertebrado,
facilitando o repasto sanguineo, pois permitem a formacao de pequenas pocas de sangue
que protraem dos diminutos vasos dilacerados pela proboscida do inseto (BRAZIL &
BRAZIL, 2003; RIBEIRO et al., 1989).

Para se reproduzirem, os fleb6tomos pGem ovos de maneira esparsa no substrato,
os quais ficam aderidos a uma substancia viscosa, que € produto de secrecdo das
glandulas acessorias. A média de incubacao dos ovos é de sete a quinze dias de acordo
com a espécie. Como todo diptero, os flebtomos sdo holometabolos, sendo o ciclo
biol6gico desses insetos composto por quatro estagios larvais. As larvas vivem em solo
Umido ou rico em detritos organicos. A quarta larva migra para um solo ligeiramente
mais seco para pupar. Apos a evolucdo do estagio de pupa para adulto, o inseto vive
cerca de 28 a 32 dias. Neste periodo a fémea é capaz de realizar repastos sanguineos,
adquirindo o parasito no interior de macrofagos, se a fonte alimentar em questéo estiver
infectada. Os fleb6tomos possuem habitos crepusculares e noturnos para realizar a
hematofagia, embora possuam também hébitos matutinos e vespertinos no interior das
matas (FORATTINI, 1973).

O conhecimento da fauna de flebotomineos e da sua dindmica populacional é
essencial para o entendimento dos ciclos de transmissédo das leishmanias e para o
desenvolvimento de estratégias de controle eficazes. Desta forma, diversos trabalhos

tém sido desenvolvidos no Brasil e em outros paises da América, com 0 objetivo de
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identificar a fauna presente em regides onde ocorrem casos de LVA e LTA, e estudar a

dindmica das populac@es desses dipteros.

Tabela 1.1 — Vetores de Leishmania spp. responsaveis pela transmisséo de leishmaniose cutanea nas

Américas.

Espécie de Leishmania Distribuicio geografica Forma clinica Vetor (es)

L. (V.) braziliensis América do Sul e Central LC/LMC Ny. intermedia, Ny. neivai, Ny.
whitmani, Mi. migonei, Psy.
wellcomei, Psy. complexus

L.(V.) guyanensis Norte do Brasil, Guiana Francesa LC/LMC Ny. umbratilis

e Suriname
L.(V.) panamensis Norte da America do Sul e LC Ny. trapidoi, Ny. ylephiletor,
America Central Lu. gomezi, Psy. panamensis

L.(V.) peruviana Peru LC Lu. peruensis, Lu. verrucarum

L. (V.) lainsoni Norte do Brasil, Bolivia, Peru LC Tr. ubiquitalis, Lu. nuneztovari
anglesi, Tr. velascoi

L (V.) naiffi Norte do Brasil, Guiana Francesa LC Psy. ayrozai, Psy. paraensis

L (V.) shawi Norte do Brasil LC Ny. whitmani s.|

L (V.) colombiensis Colémbia e Panama LC Lu. hartmanni, Lu. gomezi, Psy.
panamensis

L.(V.) lindenbergi Brasil (Para) LC Nyssomyia antunesi

LC- Leishmaniose Cutanea / LMC- Leishmaniose Mucocutanea / Ny- Nissomyia / Mi- Migonemyia [ Psy-
Psychodopygus / Lu — Lutzomyia [ Tr — Tricophoromyia. (Fonte: Reginaldo Brazil)

1.7. A Leishmaniose no Brasil

1.7.1. Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA no Brasil ndo é um fato recente. MARZOCHI et al. (1994), baseados em
estudos epidemioldgicos e na distribuicdo geografica dos parasitas identificados como
L. (V.) braziliensis em diferentes ecossistemas, envolvendo vetores e reservatorios
diversos, sugerem a hip6tese de que a origem e difusdo da doenca humana tenha se
iniciado a partir da regido ocidental amazbnica (que hoje se constitui
dos estados de Amazonas, Acre, Rondbnia e Roraima), principalmente ao sul do rio
Marafdn-Solimbes-Amazonas. O processo de dispersdo para outras areas do Brasil é
recente, ocorrido principalmente através do ciclo econémico da borracha, entre 1880 e

1912, que atraiu milhares de nordestinos, os quais, ap6s o debacle da borracha
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retornavam as terras de origem ou eram atraidos para o ciclo do café na regido sudeste
do Brasil. Outros ciclos posteriores, que também implicaram em mobilidades sociais,
como a construcdo de rodovias (1960-70), a mineracdo do ouro (1970-80) e a
exploracdo de madeiras (1980-90), teriam contribuido para a disseminacdo da LTA no
pais (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

A segunda teoria é de origem andina. Esta comeca a formular-se a partir dos
descobrimentos de pecas de ceramica pré-colombiana ou huacos peruanos em 1895
(VIRCHOW, 1895; NEIVA et al., 1917, RABELLO, 1925) e foi reforcada pelos
documentos do século XVI (Figura 1.3). Estudos arqueoldgicos desenvolvidos
em huacos peruanos - vasos de ceramica com reproducdo de figuras humanas sadias e
mutiladas por diferentes moléstias, puderam assegurar a ocorréncia da uta e espundia -
denominacdes locais para as formas cutanea e mucosa da LT, respectivamente - entre 0s
incas durante a era pré-colombiana, embora a principio tenham sido confundidas com a
sifilis. Entretanto, estudos das ceramicas antropomorficas produzidas por nossos
ancestrais indigenas, por seu carater rudimentar, ndo permitiram a mesma constatacdo
(VALE & FURTADO 2005).

ALTAMIRANO-ENCISO et al. (2003), tomando por base a proposta de
MARZOCHI et al. (1994) sobre a origem amazoénica da L. (V) braziliensis, responsavel
pelas formas cutanea simples (LC) e mucocutanea (LM), sugerem que a doenca humana
€ muito antiga, dispersando-se primeiro para a selva alta e posteriormente as terras

quentes interandinas, através dos limites da Bolivia e do Peru com o Brasil (Figura 1.4).

Figura 1.3: Mapa da origem andina da Leishmaniose Tegumentar proposta por RABELLO
(1925).
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Figura 1.4: Modelo da expansdo amazénica da LTA pela L. (V.) braziliensis proposto por
MARZOCHI et al. (1994) e ALTAMIRANO-ENCISO et al. (2003).

Entre 1880 e 1930, ocorriam no Brasil surtos de LTA associados ao ciclo
econdmico da borracha, as fazendas cafeeiras e ao crescimento das cidades brasileiras.
Mas a medicina da época incluia essa nova doenca nas manifestagdes clinicas da lepra,
do lupus, da sifilis ou da tuberculose, que também afetavam endemicamente o pais.
Nesse periodo, entre os agentes de saude que Ilutaram denodadamente pela
conscientizacdo do povo quanto a LTA, destacam-se: Sommer, Breda, Austregésilo,
Moreira, Pupo, Piraja da Silva, Oswaldo Cruz, Carlos Chagas, Gaspar Vianna e
Eduardo Rabello, entre outros (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

Em 1885, Alexandre Cerqueira, na Bahia, foi o primeiro a identificar a moléstia
e a suspeitar do papel dos fleb6tomos como vetores. Entretanto, no Brasil, a natureza
leishmaniotica das lesdes cutaneas e nasofaringeas so foi confirmada, pela primeira vez,
em 1909, por Lindenberg, que encontrou formas de Leishmania, idénticas a Leishmania
tropica (WRIGHT, 1903), agente etiolégico de leishmaniose tegumentar do Velho
Mundo, em lesBes cutaneas de individuos que trabalhavam nas matas do interior do
Estado de Sdo Paulo (PESSOA,1982). Em 1911, Gaspar de Oliveira Vianna, por
considerar o parasito diferente da L. tropica, o batizou de Leishmania braziliensis,
ficando assim denominado o agente etioldgico da “Glcera de Bauru”, “ferida brava” ou

“nariz de tapir” (VIANA, 1911; SILVEIRA et al., 1987).
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Henrique Aragdo (1922) p6de atribuir a uma espécie de fleb6tomo, a
transmissdo de Leishmaniose Tegumentar no Continente Americano. Fato ocorrido
apenas um ano apos ter sido sugerida a transmissdo desta doenca no Velho Mundo por
flebotomineos. Aragdo assinalou a associacdo entre alta densidade de fleb6tomos e a
presenca da doenca, na localidade de Aguas Ferreas, incriminando Nyssomyia
intermedia como potencial vetor de L.(V). braziliensis (ARAGAO, 1922).

Ao analisar-se a evolucdo da LTA, observa-se uma expansao geografica no
inicio da década de 80, quando foram registrados casos em 19 unidades federadas do
Brasil e, em 2003, todos os estados registraram autoctonia. A partir da década de 90, o
Ministério da Salde notificou uma média anual de 32 mil novos casos de LTA.
Analisando-se os dados pertinentes em 2003, verificou-se a seguinte situacdo: a Regido
Norte notificou aproximadamente 45% dos casos, predominando os estados do Pard,
Amazonas e Ronddnia; a Regido Nordeste, 26% dos casos, principalmente na Bahia e
Ceard; a Regido Centro-Oeste, 15% dos casos, com maior frequéncia em Mato Grosso;
a Regido Sudeste, 11% dos casos, predominantemente em Minas Gerais; e a Regido Sul,
3,0%, destacando-se o Parana (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007).

No Brasil, as trés principais espécies de Leishmania responsaveis pela LTA s&o:
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis; mais recentemente, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi foram identificadas como novos agentes da doenca
(MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007). Recentemente, foi descrita para o subgénero L.
(Viannia) a espécie L. lindenbergi, (SILVEIRA et al., 2002), que foi isolada de soldados
brasileiros que praticavam manobras proximas a florestas primarias degradadas ao norte
do Estado do Para.

A Leishmania (V.) guyanensis causa predominantemente lesGes ulceradas
cutaneas multiplas. Ocorre apenas na calha norte da Amazoénia, tendo sido recentemente
descrita no Estado do Acre, em areas de colonizacao recente e relacionadas ao habitat
de animais silvestres, como a preguica de dois dedos, o tamandua, os marsupiais € 0s
roedores, em florestas primarias e secundarias. Os flebotomineos envolvidos na
transmissdo sao Ny. umbratilis, Ny. anduzei e Ny. whitmani.

A Leishmania (L.) amazonensis causa Ulceras cutdneas localizadas e,
ocasionalmente, lesdes anérgicas difusas em individuos com deficiéncia imunologica
inata. A transmissdo esta associada, geralmente, a presenca de roedores silvestres e
marsupiais, sendo a infeccdo humana menos freqiiente porque o vetor Bichromomyia

flaviscutelata é considerado pouco antropofilico. Entretanto, a infeccdo por L. (L.)
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amazonensis ocorre em diferentes ambientes das regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste
e Sudeste do Brasil, provavelmente associada a ciclos enzo6ticos de matas residuais.

A Leishmania (V.) braziliensis causa lesdes cutaneas e mucosas metastaticas e se
distribui amplamente no Brasil, tanto em areas de colonizacdo recente na Amazonia
quanto em regifes mais antigas do Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Sua
transmissdo estd associada principalmente as espécies vetoras Psychodopygus
wellcomei, e Psychodopygus complexa em florestas da Amazonia, onde os reservatorios
silvestres sdo ainda desconhecidos.

Outras leishmanias descritas — como a Leishmania (V.) lainsoni, L.(V.)
lindenberg, Leishmania (V.) naiffi e Leishmania (V.) shawi — podem estar associadas a
vetores e reservatérios silvestres e acometer o homem na regido Amazonica
(MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007).

1.7.2. Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral foi descrita na Grécia em 1835 quando entdo era
denominada "ponos” ou "hapoplinakon”. Foi na india em 1869 que recebeu 0 nome
"kala-jwar" que quer dizer febre negra ou "kala-azar" que significa pele negra em
virtude do discreto aumento da pigmentacdo da pele ocorrido durante a doenca
(MARZOCHI et al., 1981).

Em 1900, William Leishman identificou um protozoéario no baco de um soldado
que havia vindo a 6bito na India, em decorréncia de uma febre local conhecida como
"febre "Dum Dum" ou "Kala-azar". Suas anota¢bes ndo foram publicadas até 1903
qguando Donovan encontrou 0 mesmo parasita em outro paciente. Ainda no mesmo ano,
Laveran & Mesnil descreveram o protozoario com o nome de Piroplasma donovani.
Leonard Rogers, em 1904, foi o primeiro a conseguir cultivar o parasita e observou que
nas culturas ele era visto sob a forma flagelada. Patton, em 1907 observou as formas
leishmanias (amastigotas) em mondcitos e as formas leptomonas (promastigotas) no
intestino de insetos que eram alimentados sobre pacientes com calazar (in FAUST et al.,
1974).

O primeiro caso no Brasil foi descrito por Migone em 1913. O paciente era um
imigrante italiano que vivera muitos anos em Santos /SP. e ap0s viajar para Mato

Grosso, adoeceu, tendo sido diagnosticada a doenga no Paraguai (ALENCAR,1977).
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Foi PENNA (1934), um patologista do Instituto Oswaldo Cruz, quem iniciou os estudos
sobre a distribuicdo geogréfica da Leishmaniose Visceral nas Américas, quando
comprovou parasitologicamente, 41 casos dentre as 40.000 viscerotomias examinadas
para febre amarela provenientes de varios estados do Brasil.

Em 1953 surgiram numerosos casos da doenca, principalmente no Ceard, o que
levou a criagdo da "Campanha contra a Leishmaniose Visceral". Foram DEANE e
MANGABEIRA que em 1954 incriminaram Lu. longipalpis como responsavel pela
transmissdo da L. (L.) chagasi e, a partir de 1957, propuseram 0 uso do DDT como
combate ao inseto vetor, numa tentativa de romper o ciclo da doenca.

Em agosto de 1977 foi diagnosticado o primeiro caso autdctone de Leishmaniose
Visceral no Rio de Janeiro. Era um homem, de 55 anos, residente na localidade de Rio
de Prata, no bairro de Bangu, suburbio da cidade (SABROZA et al.,1978).

Na década de 90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos
notificados de LV ocorreram na Regido Nordeste. A medida que a doenca se expande
para as outras regides e atinge areas urbanas e periurbanas, esta situacdo vem se
modificando e, no periodo de 2000 a 2002, a Regido Nordeste representou uma reducao
para 77% dos casos do Pais (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2006).

O agente etiolégico é a Leishmania (Leishmania) infantum e Lutzomyia
longipalpis atua como principal vetor (DEANE & DEANE, 1962; LAINSON &
RANGEL, 2005) em grande parte do Brasil, com excecdo de algumas areas em Mato
Grosso do Sul, onde Lutzomyia cruzi € o vetor incriminado (SANTOS et al., 1998;
PITA- PEREIRA et al., 2008). Recentemente Migonemyia migonei tem sido sugerido
como possivel vetor de L. infantum, em La Banda, na Argentina (SALOMON et al
2010) e no Estado de Pernambuco, Brasil (CARVALHO et al., 2010).

1.8. A Leishmaniose no Municipio de Rio Branco (Acre).

A expansdo da LTA na regido Amazobnica parece estar relacionada a uma
mudanca de comportamento epidemiolégico da doenca, que antes limitada as zonas
florestais, passou a ocorrer em zonas rurais desmatadas e peri-urbanas, facilitada pelo
surgimento de &reas de garimpos, expansao de fronteiras agricolas e formacéo de novos
nucleos urbanos em ambientes favoraveis a transmissdo da doenca (SILVA-NUNES et
al., 2008).
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O Estado do Acre esta situado num planalto com altitude média de 200 m,
localizado no sudoeste da Regido Norte. Os limites do Estado s&o formados por
fronteiras internacionais com Peru (Oeste) e Bolivia (Sul) e por divisas estaduais com 0s
estados do Amazonas (Norte) e Rondonia (Leste). As cidades mais populosas sdo: Rio
Branco, Cruzeiro do Sul, Feij6, Tarauaca e Sena Madureira.

O nome Acre surgiu de “Aquiri”, que significa “rio dos jacarés” na lingua nativa
dos indios Apurinas, habitantes originais da regido banhada pelo rio que empresta o
nome ao Estado. Os exploradores da regido transcreveram o nome do dialeto indigena,
dando origem ao nome Acre. Os primeiros habitantes da regido eram os indios, até
1877, quando imigrantes nordestinos arregimentados por seringalistas para trabalhar na
extracdo do latex, devido aos altos precos da borracha no mercado internacional,
iniciaram a abertura de seringais. Este territorio, antes pertencente a Bolivia e ao Peru,
foi aos poucos sendo ocupado por brasileiros (IBGE, 2006).

O ser humano participa acidentalmente do ciclo silvestre de manutencdo da
doenca, por meio de atividades que necessitem de sua entrada no ambiente de mata, ou
mesmo devido a existéncia de moradias localizadas perigosamente proximas a borda da
floresta ou até mesmo no interior da mesma, como no caso dos seringais.

No Estado do Acre, existem poucos estudos referentes a situacdo da
leishmaniose tegumentar americana em seu territorio. Sabe-se que os casos de LTA tém
aumentado nos ultimos anos, sendo notificados 8.516 casos no periodo de 2001 a 2006
(soma referente as duas mesorregies — Tabela 1.2). Deste total, 7.746 (91%)
correspondem a casos novos, 650 (7,6%) equivalem as recidivas e 120 (1,4%)
representam casos ignorados (SILVA & MUNIZ, 2009). Ressalta-se que até 0 momento
ndo ha registros de Leishmaniose Visceral Americana no estado.

Em 2003, a incidéncia de LTA no Estado do Acre foi de 265 casos/100 mil
habitantes, 0 maior coeficiente do pais. Do total de casos notificados naquele ano, 0s
municipios de Rio Branco, Sena Madureira e Brasiléia contribuiram com 52% dos
registros do estado (SISTEMA NACIONAL DE VIGILANCIA EM SAUDE/MS,
2005).
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Tabela 1.2: Distribuicdo do nimero de casos e da prevaléncia de Leishmaniose Tegumentar
Americana por 10 mil habitantes nos periodos de 1992 a 1997, e de 2001 a 2006, conforme micro e
mesorregido do Estado do Acre, Brasil.

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2001-2006 %3372*
N (P) N (P) N (P) N (P) N (P) N (P) N (P) N
Microrregido
Cruzeiro do Sul 142 (13,7)  102(9,5) 113(10,3)  109(9,3)  113(9,3) 63 (5,2) 147 (7,6) 258
Tarauaca 75 (12,7) 81(12,9) 77(12,3) 64 (9,0) 59 (8,0) 84 (11,6) 440 (61,0) 38
Sena Madureira 170 (48,2) 254 (64,4) 208 (57,8) 246(59,5) 234(59,5) 192 (44,3)  1.304 (3114) 80,4
Rio Branco 277(8,3)  585(16,7) 740(215) 882(23,9) 795(20,6) 558 (14,7)  3.837(101,1) 406
Brasiléia 302 (67,3) 341(71,6) 441(96,9) 456 (93,0) 795(20,6)  375(72,5) 2.293 (443,3) 2318
Mesorregido
1.180
Vale do Acre 749 (18,4) (27.1)  1.389(32,9) 1.584 (34,5) 1.407(29,8) 1.125(23,8) 7.434(158,2) 60,2
Vale do Jurua 217 (13,3) 183(10,7) 190 (11,0) 173(9,2)  172(8.8) 147 (7,6) 1.082 (55,7) 30,3

N: ndmero de casos de LTA; P: prevaléncia.; * Silva et al., 2008. (Fonte: SILVA & MUNIZ 2009)

No ano de 2005, o coeficiente de deteccdo de LTA no Estado do Acre foi de
202,05 casos/100 mil habitantes. Do total de casos, 57,4% foram registrados nos
municipios de Rio Branco, Xapuri, Sena Madureira e Brasiléia. Observou-se que 83%
dos casos foram registrados em individuos com idades maiores que 10 anos, e 69%
eram do sexo masculino. No que se refere a forma clinica, o Acre é o estado que
apresenta maior propor¢do de forma mucosa no Pais, chegando a 21% em 2005.
Aproximadamente 95% dos casos foram confirmados laboratorialmente e 88%
apresentaram cura clinica. Do total de casos notificados, cerca de 5% foram importados
de outros paises, principalmente da Bolivia (SISTEMA NACIONAL DE VIGILANCIA
EM SAUDE/MS, 2007). Entre os anos de 2009 e 2010 houve um registro de 120 novos
casos no Estado (Grafico 1.1) e consequentemente, houve um aumento no coeficiente de
deteccdo de 8,8 casos/100.000 habitantes neste periodo (Grafico 1.2). Somente no
municipio de Rio Branco, houve um registro de 7 novos casos (Grafico 1.3). A forma
cutanea da doenca prevalece (87%) sobre a forma mucosa (13%) (Grafico 1.4), e o
coeficiente geral de deteccdo de casos de LTA ,em 2010, no municipio foi de 81.7
cas0s/100.000 habitantes, sendo classificado como muito alto pelo Ministério da Saude
(SINAN/SVS/MS 2011), ensejando assim mais estudos para que estes indices possam

vir a diminuir num futuro préximo.
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Numero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana - Acre

1600
1400
1200
1000

800
600
400
200

Enumero de casos

Graficol.1 — NUmero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana - Acre Fonte: Sinan/SVS/MS —
atualizado em 23/08/11 - http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/lta_casos08_09_11.pdf

Coeficiente de detec¢do de Leishmaniose Tegumentar Americana - Acre

265,1

2494

1990199119921992 199419951996 1997 19981999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

@ coeficiente de detecgao

Grafico 1.2: Coeficiente de detec¢do de Leishmaniose Tegumentar Americana - Acre Fonte: Sinan/SVS/MS
- atualizado em 23/08/11 http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/lta_casos08_09_11.pdf
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Graficol.3: Leishmaniose Tegumentar Americana/ Rio Branco (AC) Fonte: Sinan/SVS/MS- Atualizado em
23/08/11 http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/lta_casos08_09_11.pdf
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Comparativo do numero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana por forma
clinica no municipio de Rio Branco, 2009 e 2010
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Grafico 1.4 :Comparativo do ndmero de casos de Leishmaniose Tegumentar Americana por forma clinica no
municipio de Rio Branco, 2009 e 2010. Fonte: Sinan/SVS/MS — atualizado em 23/08/11
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/Ita_casos08_09_11.pdf

TOJAL et al. (2003) e (2006) identificaram e caracterizaram espécies distintas
de Leishmania isoladas de lesdes cutaneas de pacientes do municipio de Rio Branco:
Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni e
um hibrido de Leishmania (V.) naiffi e L. (V.) lainsoni. Porém, estudos sobre a fauna de
flebotomineos no Estado do Acre ainda sdo limitados (MARTINS & SILVA 1964,
ARIAS et al., 1984; SILVA-NUNES et al., 2008). Ha poucos dados disponiveis sobre
potenciais vetores de LTA no Acre e na regido Amazonica como um todo (ARIAS &
FREITAS 1982; 1977; AZEVEDO et. al., 1993). A presenca de Nyssomyia whitmani ja
foi descrita na Amazonia, sendo comprovadamente transmissora de L. (V.) shawi no
Pard (LAINSON & SHAW, 2005; RANGEL et al., 1996). Entretanto, seu papel na
transmissao de L. (V.) braziliensis nessa parte do pais ainda é discutido (SHAW et al.,
1991), uma vez que esta espécie de flebotomineo parece ser pouco antropofilica na
Amazbnia (DA COSTA et al., 2007). Uma espécie antropofilica associada a
transmissdo da LTA e encontrada no Amazonas e no Acre € a Ny. umbratillis descrita
por WARD & FRAIHA, em 1977 (LAINSON et al., 1979; FEITOSA et al., 2004;
READY etal., 1986; AZEVEDO et al., 1993).

Em um estudo realizado em 2008 nos municipios de Bujari, Xapuri e Rio
Branco, no Estado do Acre, foi verificado a abundéncia de espécies no solo e na copa
das arvores, onde das 52 especies identificadas, Nyssomyia antunesi, Nyssomyia
whitmani, Psychodopygus davisi, Migonemyia migonei, Nyssomyia umbratilis,
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Bichromomyia flaviscutellata, Trichophoromyia ubiquitalis, Psychodopygus hirsuta
hirsuta, Psychodopygus paraensis e Psychodopygus ayrozai sdao conhecidas por serem
vetores de Leishmania; sugerindo assim, trés provaveis ciclos de transmissdo na regiao
estudada, L. (V.) braziliensis por Ny. whitmani, L. (V.) lansoni por Ny. ubiquitalis e
também a existéncia do ciclo de transmissdo de Leishmania (V.) guyanensis por Ny.
umbratilis no sul do rio Amazonas, Acre (AZEVEDO et al., 2008).

A regido Amazoénica possui caracteristicas particulares como a diversidade
bioldgica de potenciais vetores e reservatorios, que podem favorecer a circulacdo
simpatrica de varias espécies de Leishmania (GRIMALDI et al., 1989; LAINSON et al.,
1994).

O contato do homem com o ambiente silvestre e, consequentemente com 0s
ciclos de transmissdo de diversos parasitas, ocorreu e vem ocorrendo em diversas
situacdes. A expansdo de fronteiras agricolas, aquecimento global e popularizacdo do
eco-turismo s@o apenas alguns exemplos de fatores que tém levado o homem a um
contato maior com esses ciclos de transmissdo, permitindo a formacéo de um gradiente
continuo de transmissdo entre animais silvestres, domésticos e 0 homem (DEEM et al.,
2000; FAYER, 2000; MAYER, 2000). Esses parasitos, que passam entdo a ser
transmitidos para humanos, animais domésticos e silvestres (zoonoses) resultam em
impacto na salde publica, na economia agropecuaria e na conservacdo ambiental
(SUTHERST et al.,, 2001; CLEAVELAND et al.,, 2001; KRUSE et al., 2004),
reforcando assim a crescente preocupacdo da comunidade no que concerne a
emergéncia e/ou re-emergéncia de varias doencas parasitarias (SPEAR et al., 2000;
DASZAK et al., 2000; 2001).

1.9. Diagnostico da infeccdo de fleb6tomos por Leishmania spp.

A taxa de fleb6tomos naturalmente infectados nas areas endémicas, assim como
a identificacdo correta da espécie de Leishmania que infecta fleb6tomos, é de primordial
importancia para epidemiologia das leishmanioses. Para deteccdo da infeccdo dos
flebdtomos por Leishmania, 0 método mais utilizado sempre foi & disseccéo do aparelho
digestorio do diptero, seguido do exame microscépio entre lamina e laminula. Neste
caso, a positividade das amostras deve ser confirmada com o isolamento do parasito em
meio de cultura e ou inoculacdo em animais de laboratorio, uma vez que outros

flagelados podem ser encontrados no trato digestivo destes insetos (RODRIGUEZ et al.,
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1994; SILVA & GRUNEWALD, 1999). Um fator limitante para estd técnica é a
dificuldade de processar grande numero de espécimes capturados nas areas de elevada
transmissibilidade (ARANSAY et al., 2000; PEREZ et al., 2007), uma vez que 0
procedimento é laborioso e exige experiéncia e pericia técnica do profissional. A
investigacdo de infeccdo natural por Leishmania através do uso do método convencional
de dissecgdo de fleb6tomos fémeas tem gerado taxas de infecgdo que variam de 0 a 9%
(RYAN & BRAZIL 1984; ARIAS et al., 1985; GONCALVES et al., 1985; SANTOS et
al., 1998), mas em geral estes indices se situam abaixo de 1% para as distintas areas
endémicas investigadas tanto no Brasil quanto em outros paises da América do Sul
(GALATI et al., 1996; LUZ et al., 2000; PEREZ et al., 1994)

Com a introducéo de novas estratégias para identificacdo de infeccdo natural em
flebotomos, estes indices vém sofrendo consideravel aumento. Métodos moleculares
baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido frequentemente utilizados
em estudos para deteccdo de infeccdo natural e tém aumentado a sensibilidade e
especificidade da identificacdo de Leishmania spp., independente do nimero, estagio e
localizagdo do parasito no vetor (PEREZ et al., 1994). Além de possibilitar maior
rapidez na analise de uma grande amostragem (BARKER, 1989; MICHALSKY et al.,
2002),a tecnica permite trabalhar com insetos mantidos a seco, congelados ou
conservados em etanol, sem interferir no desempenho da reacdo (PAIVA et al., 2007).

Ensaios diagnosticos utilizando a PCR tém sido desenvolvidos, baseados em
diferentes alvos moleculares como: minicirculos do kDNA (PEREZ et al., 1994; EL
TAI et al., 2000; MIRANDA et al., 2002; PITA-PEREIRA et al., 2005; 2008; 2009;
2011; SOUZA-ROCHA et al., 2010, CARVALHO et al., 2010; RASSI et al., 2012),
genes da subunidade menor do ribossomo (EL TAI et al., 2000; RASSI et al., 2012),
sequéncias espacadoras do gene de mini-exon (PAIVA et al., 2006), sequéncias
subteloméricas e seqliéncias nucleares de cOpia Unica, como o gene de citocromo b e
gene da DNA polimerase o (SOUZA-ROCHA et al., 2010, BEZERRA-
VASCONCELOS et al., 2011).

Entretanto é reconhecido que fatores adicionais influenciam na sensibilidade da
PCR, como por exemplo, 0 método empregado para extracdo de DNA, o numero de
copias do DNA alvo da amplificagcdo, assim como a variabilidade genética do alvo
selecionado. Existem evidéncias que diferencas na eficiéncia de métodos de extracdo
influenciam significativamente na sensibilidade do ensaio molecular. Além disso, o

processo de “otimiza¢do” de um protocolo baseado na PCR deve resultar em uma
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combinacdo perfeita entre 0 DNA extraido (e consequentemente 0 método de extracao)
e as condicOes da PCR (BASTIEN et al., 2008).

A sensibilidade destes sistemas pode ser aumentada ainda mais quando séo
utilizadas como alvo de deteccdo do parasito, seqiiéncias representadas em multiplas
copias, tais como, DNA do cinetoplasto, genes de RNA ribossomal, genes de mini-exon
ou outras sequéncias repetidas do genoma de Leishmania spp. O emprego de regides
conservadas ou varidveis presentes nestes alvos permite adaptar a especificidade da
PCR em nivel de género, complexo, espécie ou até mesmo do isolado individual (PITA-
PEREIRA 2010).

PITA-PEREIRA et al. (2005) descreveram um ensaio molecular por PCR
direcionado para a deteccdo da regido conservada do KDNA género Leishmania,
seguido de hibridizacdo ndo radioativa, para estimar indices de infeccdo em fleb6tomos
capturados em diferentes municipios do Estado do Rio de Janeiro. A etapa de
hibridizacdo mostrou-se importante para o aumento da sensibilidade do ensaio de PCR,
principalmente quando aplicado como ferramenta diagndstica em insetos vetores,
devido a complexidade do material bioldgico a ser analisado. Com esta abordagem foi
verificado que a etapa de hibridizagdo de produtos amplificados possibilitou um
aumento de dez vezes na sensibilidade de deteccdo do método.

Os minicirculos de kKDNA se tornam alvos ideais, pois possuem uma regido de
sequéncia conservada (presente em todas as espécies de Leishmania) e uma regido
variavel que permite descriminacdo acurada entre as diferentes espécies do parasito.
Além disso, as moléculas de minicirculos estdo representadas na rede de KDNA em
torno de 10.000 cépias por célula de leishmania, sendo o alvo molecular que apresenta
maior sensibilidade para o diagnostico de infec¢do natural em flebotomineos coletados
em areas endémicas. Um estudo realizado por BEZERRA-VASCONCELOQOS et al.,
(2011) corrobora a sensibilidade 6tima do alvo de kDNA, através da comparacdo com
outros genes presentes em diferentes nimeros de copias para a detecgdo e quantificacéo
de L. infantum chagasi em amostras de Lu. longipalpis, por PCR em tempo real. Foram
empregados 0s alvos kDNA, polimerase o (cOpia Unica) e a subunidade ribossémica
18S, e os minicirculos do kDNA exibiram uma maior sensibilidade entre os genes
testados.

A PCR tendo como alvo o KDNA, se torna uma importante ferramenta de
deteccdo e tipagem das espécies de leishmanias detectadas, principalmente quando
associada a outras metodologias, como RFLP (VOLPINI et al., 2004; TOJAL et al.,
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2006; ROCHA et al., 2010; RASSI et al., 2012) e sequenciamento dos produtos
amplificados (VERGEL et al., 2005; RASSI et al., 2012).

2.0. Justificativa

Entre os fatores que dificultam o controle das leishmanioses estd a diversidade
das espécies de ambos: parasito e vetor. O conhecimento da densidade dos flebdtomos e
da incidéncia de infeccdo natural dos mesmos, aliado a correta identificagdo das
espécies de Leishmania, contribuem para um maior entendimento da epidemiologia das
leishmanioses. Além disso, considerando as peculiaridades das areas com e sem
transmissdo de LTA e, ainda a diversidade das espécies de flebotomineos vetores,
acredita-se que a implementacdo de estudos ecoldgicos das espécies apontadas como
vetoras comprovadas e/ ou suspeitas, trara informacdes Uteis para subsidiar a elaboracéo
de indicadores que venham contribuir para a avalia¢do de risco, e, deste modo, gerando
medidas de prevencdo e controle mais eficazes (MINISTERIO DA SAUDE/SVS 2007).
No entanto, ainda sdo escassos estudos realizados na regido Amazobnica, 0 mais
importante foco de transmissdo de LTA do pais com um coeficiente de deteccdo de
44,8/100.000 habitantes (SINAN/SVS/MS. 2011).

A explicacdo para o crescente niumero de casos de LTA no Estado do Acre
poderia estar relacionada com a melhoria no sistema de notificacdo, as migracdes de
pessoas suscetiveis para zonas de maior transmissao da doenca, a mudanca do equilibrio
natural em razdo do desmatamento e exploracdo de produtos florestais, como frutas,
borracha e madeira.

Os ciclos de transmissdo da doenca sdo bastante heterogéneos, onde participam
varias espécies de vetores e do parasito. Desta forma, existe a necessidade real de se
caracterizar melhor os padrdes epidemioldgicos da LTA no Acre e na regido Amazonica
como um todo, bem como inferir taxas de infec¢do natural dos seus potenciais vetores e
a correta identificagdo dos parasitos circulantes. Para isto, estudos prospectivos de
campo com a utilizag@o de dados epidemioldgicos provenientes dos proprios servicos de
salde locais, poderdo gerar informagdes importantes para a melhor compreensdo da

doenca na regiéo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Estudar a fauna flebotominica e estimar indices de infeccdo natural por

Leishmania spp. nos insetos vetores capturados no Municipio de Rio Branco (Acre).

3.2. Objetivos Especificos

v’ Identificar as espécies de flebotomineos capturados no Municipio de Rio

Branco, Estado do Acre;

v Avaliar taxas de infeccdo natural nas diferentes espécies de flebo tomineos
aplicando ensaios de PCR multiplex (para deteccdo simultanea de KDNA de

Leishmania e do gene cacophony de flebotomineos);

v' Identificar a(s) espécie(s) de Leishmania detectada(s) através de ensaios

moleculares complementares (PCR-RFLP e sequenciamento);

v' Correlacionar as espécies de flebotomineos positivas para infeccdo natural com
as espécies de Leishmania spp. detectadas para a maior compreensdo do papel

destas espécies na transmissao da LTA no Municipio de Rio Branco.
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4.0. Materiais e Métodos

4.1. Area de Estudo

O estudo foi realizado no Municipio de Rio Branco, em &rea de transmissdo
vigente de Leishmaniose Tegumentar Americana, previamente estabelecida de acordo
com 0s casos humanos autdctones registrados nos ultimos anos pela Secretaria de
Vigilancia e Sadde do Estado.

Rio Branco é a capital do Estado do Acre, possuindo uma area de 9.222,58 Km?,
populacdo estimada de 348 354 habitantes em 2010 (IBGE, 2012). Localiza-se as
margens do rio Acre.

As areas selecionadas correspondem aos bairros Vila Acre, Bosque e a estrada
Transacreana (Assentamento Moreno Maia) (Figura 4.5).

Foram realizadas 3 capturas semestrais no periodo de um ano.

Figura 4.5: Foto de satélite da area de estudo, Ponto 1 Vila Acre; Ponto 2,3 Bosque; Ponto 4,5
Estrada Transacreana (Imagem: https://maps.google.com.br/)

Vila Acre - Parque Ambiental Chico Mendes (Ponto 1: S 10° 02° 135 W 67°
47 716”%)

O Parque Ambiental Chico Mendes é uma Unidade de Conservacdo municipal,

medindo 57 hectares de florestas primarias e secundarias que estdo em diferentes
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estagios de regeneracdo. E um dos ultimos resquicios de floresta nativa na zona urbana

de Rio Branco e abriga importantes representantes da fauna e flora endémicas.

Localizado na rodovia AC-40, a 10 km do centro da cidade, o Parque foi criado em
1996 em homenagem ao seringueiro Chico Mendes (Figura 4.6, 4.7 e 4.8). Antes de sua
criacdo, a area do Parque sofreu intensa acdo antrépica, principalmente extracdo de
madeira e caca.

Neste ponto foi possivel de realizar apenas uma noite de captura durante todo o

periodo.

Duas armadilhas luminosas foram dispostas, uma na mata préxima ao ressinto dos
porcos do mato, e outra na mata afastada da presenca de pessoas e ressinto de animais

do parque.

Figura 4.6: Foto de satélite do Parque Ambiental Chico Mendes - Vila Acre (Imagem:
https://maps.google.com.br/)

Figura 4.7: Foto do Centro de visitantes do Parque Figura 4.8: Foto da entrada do Parque Ambiental Chico
Ambiental Chico Mendes - Vila Acre Mendes — Vila Acre
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Bosque — Foram estabelecidos dois pontos de captura na Rua Custodio Freire, em
areas urbanas do municipio de Rio Branco (Figura 4.9).

Ponto 2 (S 09°55° 802°” W 67°51° 763™")

Ponto 3 (S 9°55° 820 W 67°51° 340°*)

Neste ponto foi possivel de ser realizada capturas em todas as noites durante 0s

periodos, pois era o local de mais facil acesso.

Armadilhas luminosas foram dispostas no peridomicilio de duas residéncias, onde
foram colocadas armadilhas luminosas nos galinheiros e nas matas. No ponto 2 também

foi realizada uma noite de captura com capturador de Castro em barraca de Shannon.

Figura4.9 - fotos de satélite dos pontos de Coleta na Rua Custorio Freire

(Imagem:https://maps.google.com.br/)

Estrada Transacreana — Foram estabelecidos dois pontos de captura no Projeto de
assentamento Moreno Maia, em area rural do municipio de Rio Branco (Figura 4.10 e
4.11).

Ponto 4 (S 10°10°357>” W 67° 55” 505")

Ponto 5 (S 10° 10” 514> W 67° 55’ 706")

'

Figura 4.10: Residéncia de Ponto de coleta 4 Estrada Figura 4.11: Residéncia de Ponto de coleta 5 Estrada
Transacreana — Projeto de Assentamento Moreno Maia Transacreana — Projeto de Assentamento Moreno Maia
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4.2. Estudo da fauna de flebotomineos

4.2.1. Métodos de captura

4.2.1.1. Capturas sistematizadas

A captura sistematizada dos flebotomineos foi realizada durante o periodo de um
ano (Abril de 2011 a Abril de 2012), com capturas semestrais, destinadas ao estudo
taxondmico da fauna, bem como a observacéo de infec¢do natural das fémeas.

Para a realizacdo das capturas semestrais foram utilizadas cinco armadilhas
luminosas do tipo HP (CDC modificada) (Figura 4.12). A armadilha HP consta de um
tubo de PVC, que apresenta na sua parte superior uma pequena abertura circular, onde
esta inserida uma lampada de led, e na abertura inferior, encontra-se um motor, cujas
hélices criam um fluxo de ar sugando os insetos atraidos pela luz para o interior da
gaiola e impedindo que os mesmos retornem para o exterior, ficando retidos em uma
gaiola rede de fina espessura que recobre toda a abertura inferior. As armadilhas s&o
alimentadas por quatro pilhas de 1,5 volts, responsavel pela iluminacgéo e pelo giro do
motor (PUGEDO et al., 2005).

Figura 3.12: Armadilha luminosa HP

Os pontos de captura foram selecionados de forma aleatoria, abrangendo ao
maximo a area selecionada para a realizacdo do estudo. As armadilhas foram expostas
no peridomicilio, em locais previamente estabelecidos, sendo estes locais propicios a
presenca dos flebotomineos, tais como galinheiros, e locais com vegetacdo mais intensa.

Cabe ressaltar que as armadilhas foram expostas tentando diminuir ao maximo, a
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interferéncia de outras fontes de luz presentes, minimizando a possivel competi¢cdo com
a isca luminosa da armadilha.
A exposicdo das armadilhas teve duracdo de 12 horas ininterruptas, sendo

ligadas aproximadamente as 18 horas e retiradas as 6 horas do dia seguinte.

4.2.1.2 . Capturas néo sistematizadas

As capturas ndo sistematizadas tiveram como objetivo principal aumentar o
numero de exemplares e a captura de uma maior diversidade de espécies de
flebotomineos que constituem a fauna local.

Para isso, foi utilizada a captura com a armadilha de Shannon, que consiste de
uma armacdo central em forma retangular, com duas superficies externas igualmente de
pano. No campo, a armadilha deve permanecer suspensa e fixada por meio de corda em
quatro pontos amarrados em arvores ou a estacas. Em seu interior podem ser colocados
outros atrativos, como fonte de luz, ou em alguns casos, animais. Neste caso, considera-
se que o homem também pode funcionar como atrativo, objetivando avaliar a
antropofilia. Os insetos atraidos sdo capturados nas paredes da armadilha, através do

capturador de Castro (ou tubo aspirador) (Figura 4.13).

Figura 4.13: Captura com a Armadilha de Shannon

Em ambos os tipos de captura foram empregadas fichas de campo para anotagdes
referentes as capturas, como o tipo de captura, as temperaturas, umidade relativa do ar,
ventos e chuvas. Os fleb6tomos capturados foram mantidos a - 4° dentro das gaiolas de
coleta para a eutanasia e para posterior triagem e separados de acordo com a localidade

e 0 ambiente (peridomicilio ou areas de mata), e colocados em tubos eppendorf e
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mantidos congelados até o momento da montagem em lamina para identificacdo
taxondmica, no laboratério de Biogquimica e Fisiologia de Insetos do Instituto Oswaldo
Cruz-RJ. Os insetos fémeas foram dissecados para a analise molecular de diagnostico,
no laboratorio de Biologia Molecular e Doencas Endémicas (IOC), incluindo alguns

machos como controles.
4.2 .2. Preparacao e montagem dos flebotomineos

Os flebotomineos machos e as fémeas ingurgitadas foram preparados e montados
entre ldamina e laminula, com objetivo de se identificar a diversidade das espécies
existentes no municipio, seguindo as etapas descritas a seguir.

Apos a triagem dos insetos, os flebotomineos foram transferidos para uma placa de
Petri contendo Eugenol (6leo de cravo), por 24 horas, para 0 amolecimento da quitina.
Posteriormente, foram transferidos para outra placa contendo hidréxido de potassio
(KOH) a 10%, por 12 horas, para clarificagdo. Em seguida, foram novamente
transferidos para placa contendo &cido acético a 10%, por 15 a 20 minutos, a fim de
neutralizar o processo de clarificacdo. Apds estas etapas, foi realizada a desidratacdo
seriada: alcool 70% - 10 minutos, alcool 90% - 10 minutos, alcool 95% - 10 minutos e
alcool 100% - 10 minutos. Em seguida foram transferidos para o Eugenol por mais 24
horas, para a diafanizagdo das estruturas com valores taxondémicos. Apos finalizagdo do
processo, cada inseto foi colocado na lamina sobre uma gota de balsamo do Canada,
com o auxilio de dois estiletes de pontas finas, separando-se a cabeca do térax nos
exemplares machos. Para as fémeas separou-se a cabeca do térax, e o abdémem. Em
seguida, uma laminula foi colocada sobre cada exemplar; para retirar as bolhas entre a
lamina e laminula utilizou-se uma placa quente para aquecer a lamina e laminula
espalhando melhor o balsamo. O material foi levado a estufa para secagem a 37°C e
apos 72 horas (podendo ser uma semana), colocou-se esmalte incolor em volta da

laminula para sua impermeabilizacdo (FORATINI, 1973).

4.2 .3. Identificacdo Taxondmica dos flebotomineos.

Todos os insetos provenientes das capturas realizadas foram identificados até ao
nivel de género e/ ou espécie, através de microscopia optica, seguindo a classifica¢do de
GALATI (2003).
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As fémeas e 0s machos destinadas a avaliagdo de infeccdo natural foram dissecadas
sobre uma gota de solucdo de EDTA (10 mM) em lamina de microscopia. Com 0
auxilio de agulhas descartaveis, foram cortadas o pendltimo segmento abdominal, e
deste conjunto foi examinada as genitalias feminina e masculina, ou seja, as
espermatecas e seus anexos. Também foi utilizada como caractere taxonémico, a
visualizagdo do cibario das fémeas, mantendo no momento da dissecg¢do, a parte ventral
da cabeca voltada para cima, para identificacdo taxondmica no nivel de espécie. O
restante do corpo do inseto foi introduzido em tubo eppendorf e rotulado de acordo com
a area de captura, espécie e sexo. Deve-se ressaltar que para cada fémea dissecada foi
utilizado apenas duas agulhas descartaveis, evitando assim a contaminagdo do material a
ser utilizado nas provas de PCR. Os tubos contendo o material para ser processado nas

analises moleculares foram mantidos a temperatura de — 4°C até posterior uso.

4.3. Diagnostico Molecular

4.3 .1. Obtencéo do Extrato total dos flebotomineos

O DNA utilizado na PCR foi obtido a partir de um extrato de amostras individuais
de flebotomineos machos (como controle negativo) e fémeas, em 100 pL de tampao de
lise: 10 mM Tris-HCI pH 9,2 contendo 10 mM de EDTA e 100 pg/mL de proteinase K
(USBiological). Os lisados foram mantidas em tubos eppendorf e incubados (2 a 3
horas, 56 °C) com agitacBes periddicas. No final da incubacdo, o material foi
centrifugado (9.800g, 15 minutos, 4 °C) e o sobrenadante coletado e aquecido (15
minutos, 95 °C). Posteriormente, as amostras foram mais uma vez centrifugadas
(9.800g, 40 segundos, 4 °C) (MIRANDA et al., 2002). Os volumes das preparacdes
foram ajustados para 200 pL com TE 0,1X e estocadas (- 20 °C) até o momento da

extracdo do DNA total.

4.3 2. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir dos lisados de flebotomineos foi realizada utilizando
o kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System (PROMEGA), segundo
as especificacbes do fabricante, e 0 DNA eluido em 50 uL TE 0,1X foi posteriormente
estocado a - 20 °C até o momento de uso. Todas as etapas para a extracdo de DNA

foram monitoradas pela inclusdo de amostras controle negativo (insetos machos
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capturados no campo). A inclusdo de machos determina um controle para possiveis
contaminacgdes, pois essas amostras ndo podem conter DNA de Leishmania spp. Os
fluxos laminares préprios para extracdo de DNA, assim como todo o material utilizado
nesta etapa foram devidamente descontaminados com a utilizacdo de cloro e exposicao

araios UV.

4.3 .3. Reacdo em Cadeia da Polimerase — Hot-start PCR multiplex.

Para a PCR foram utilizados dois pares de iniciadores que amplificam
simultaneamente na mesma reagdo, um produto de 120 pb referente ao DNA de
Leishmania (no caso de amostras de fémeas positivas) e outro de 220 pb correspondente
ao DNA de flebotomineo género Lutzomyia (no caso de todas as amostras de machos e
fémeas). O primeiro par amplifica a regido constante do minicirculo do KDNA; primer
A [5° GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3’] e primer B [5* GGG GTA GGG
GCG TTC TGC GAA 3] (figura 3.14) (PASSOS et al., 1996); o segundo par amplifica
um gene constitutivo especifico de fleb6tomos (cacophony): 5LIcac [5"GTG GCC GAA
CAT AAT GTT AG 37] e 3LIcac [5"CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3] (LINS et
al., 2002). A inclusdo deste segundo par de iniciadores (gene cacophony) confere a
confiabilidade do material extraido, evitando possiveis resultados falso negativos, pois
todas as amostras (machos e fémeas) constituidas por flebotomineos deveriam

amplificar o produto referente a esse alvo.

As reagdes ocorreram em um volume final de 100 pL, consistindo de solugéo
tampéo da PCR 1X (100mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM de KCI - solugdo PCR 10X,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4,5 mM MgCI2, 200uM de cada dNTP
(Invitrogen), 0,2 UM de cada primer, 1,25 U Tag Gold DNA polimerase (Applied
Biosystems), 10 uL de DNA e H20 (ultra pura e estéril, grau Biologia Molecular) para
completar o volume. A ciclagem térmica consistiu de 36 ciclos e foi realizada no
aparelho modelo DNA Thermal Cycler 9600, com a seguinte programacdo, por ciclo:
desnaturacdo (30 seg, 94 °C), anelamento (30 seg, 55 °C) e extensdo (30 seg, 72 °C).
Este programa foi precedido de uma etapa (12 min, 94 °C) para ativacao da enzima (Hot

Start) e apds os 36 ciclos foi incluido um passo de extensdo final (10 min, 72 °C).
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Figura 4.14: Esquema da estrutura de um minicirculo do KDNA de Leishmania sp. (~800
pb), demonstrando o local de anelamento dos primers A e B e o sentido da amplificacéo.

4.3 4. Visualizagédo dos produtos da PCR.

Para a deteccdo dos produtos amplificados (amplicons) foram usados dois
sistemas de analise em fase solida: 1) migracdo eletroforética em gel de agarose, tendo
como marcadores de peso molecular, fragmentos de DNA com tamanhos conhecidos
em pares de bases, dentro da faixa compativel de tamanho dos fragmentos de DNA
amplificados; 2) adsorcdo em membrana de nailon para a etapa de hibridizacdo e
posterior revelacdo por reacdo enzimatica, identificada pela precipitacdo do produto da

catalise.
4.3 .4.1. Eletroforese em gel de agarose.

Os ensaios de eletroforese foram realizados em cuba horizontal, em géis de
agarose (Seakem e NuSieve, FMC Bioproducts, Rockland, USA) a 2,0%, com
dimens@es de 12,5 x 20 cm, preparados em TBE 1X (0,89 M Tris-HCI; 0,89 M acido
borico; 0,024M EDTA, pH 8,3 - TBE 10X). Apds a imersdo do gel solidificado em
tampdo TBE, aliquotas contendo 10 pL do produto da PCR foram misturadas a 1 pL do
tampdo de aplicacdo de amostra (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% Xxileno
cianol) e aplicadas no gel. A eletroforese foi conduzida por 2 horas a 70 V. O peso
molecular dos amplicons foi determinado pela inclusdo nos géis do marcador de peso
molecular de 100 pb (DNA Ladder — Invitrogen Life Technologies). Apos a
eletroforese, o gel foi corado (15 minutos) em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL

de brometo de etidio em TBE 1X) e descorado (15 minutos) em agua destilada. Apds
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esta etapa os géis foram analisados e as imagens registradas através de um sistema

fotogréfico de documentagdo em gel — UVP Bioimaging Systems (Upland, CA, USA).

4.3 .4.2. Dot- Blot

O produto amplificado na PCR também foi analisado por hibridizacdo em fase
solida. Inicialmente, as amostras foram submetidas a um processo de desnaturagdo, que
consistiu em um aquecimento (100 °C, 3 minutos) de 10 pL dos amplicons diluidos em
90 pL de 4gua destilada, seguido de rapido resfriamento em gelo (4 °C) e a adicdo de 13
pL de solucdo desnaturante (4N NaOH contendo 25mM EDTA pH 8.0). O material
desnaturado foi adsorvido por vacuo moderado & membrana de nailon (Boehringer
Mannheim, Germany), previamente umedecida em agua destilada e acondicionada em
aparelho Bio-Dot™ (BioRad, Hercules, CA, EUA). Ap6s a adsorcdo dos amplicons, as
areas de aplicacdo da membrana foram tratadas com 100 pL/poco de &gua destilada,
seguida de 100uL/poco de solucdo desnaturante. A membrana foi removida do Bio-
Dot™, lavada 5 vezes por 5 minutos cada lavagem em solucdo salina contendo citrato
de sddio - SSC 2X (300 mM NaCl, 30 mM CgHsNazO7; - SSC 20X) e seca a
temperatura ambiente. Finalmente, o DNA foi covalentemente fixado a membrana por
irradiacdo com luz UV em aparelho Stratalinker™, durante dois minutos.

Para a reacdo de hibridizacdo, as membranas contendo o DNA foram pré-tratadas
(3 horas, 60 °C) em solugdo BLOTTO - Bovine lacto transfer tecnique optimizer (SSC
1,5X, 1% SDS, 0,5% de leite desnatado Mollico®), em forno de hibridizacdo (Techne
Inc, Princeton N.J./USA). Posteriormente, as membranas foram incubadas em solucdo
BLOTTO (16 horas, 56°C) contendo 25 pmol/pL da sonda especifica para o subgénero
Viannia: 5’TAA TTG TGC ACG GGG AGG CCA 3’ (FERNANDES et al., 1996), ou
com sonda especifica para Leishmania infantum: 5° AAA AAT GGG TGC AGA AAT
(FRANCINO et al., 2006), marcadas com biotina na extremidade 5°. Apos o periodo de
hibridizacdo, as membranas foram lavadas (5 vezes/5 minutos cada) com tampéo de
lavagem (tampdo salina ou PBS contendo 0,05% de Tween-20) a temperatura ambiente.
Em seguida, as membranas foram incubadas (1 hora, 25 °C) com o conjugado
Streptavidina-Peroxidase (Sigma) diluido (1/1000) em tampdo de lavagem. Apos um
novo ciclo de lavagem das membranas, a reacdo de hibridizagéo foi revelada com kit de

quimiluminescéncia (Santa Cruz, USA) seguindo as especifica¢des do fabricante.
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4.3 .5. Polimorfismo de Tamanho do Fragmento de Restri¢éo - RFLP
4.3.5 .1. Cultivo de diferentes espécies de Leishmania.

Com o objetivo de implementar a metodologia de PCR-RFLP no Laboratorio de
Biologia Molecular e Doengas Endémicas (IOC), foi necessaria a obtencdo de massa de
celulas de diferentes espécies de Leishmania e posterior recuperacdo do DNA
gendmico, para uso nos ensaios de PCR-RFLP como amostras padrdo com perfis de
restricdo conhecidos, segundo VOLPINI et al. (2004).

Promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), L. (V).
guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L.
(V.) lainsoni (MHOM/BR/1981/M6426), L. (V.) naiffi (MDAS/BR/1979/M5533), L.
(V.) shawi (MCEB/BR/1984/M8408) foram gentilmente cedidas pela Colecdo de
Leishmanias do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz (CLIOC). Todas estas cepas foram
mantidas, na forma de indculo, em meio semi-sélido Novy, Mc Neal e Nicolle (NNN) a
28 °C. Para ampliacdo da massa de parasitos, as células foram transferidas para meio
liquido Liver Infusion-Tryptose (LIT) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e mantidas a 28 °C. As culturas foram ampliadas por sucessivas passagens a cada
quatro dias, até alcancarem a concentracdo de parasitos necessaria, em torno de 10°
parasitos/mL. A metodologia de extracdo de DNA gendmico foi realisada através de lise

das células e extracdo de DNA com fenol-cloroférmio.

4.3.5.1.1. Lise das células de Cultura.

O DNA utilizado na PCR foi obtido a partir de um extrato de 500 pL do
precipitado de cultura das diferentes cepas utilizadas adicionado a 500 pL de tampéo de
lise: 10 mM Tris-HCI pH 9,2 contendo 10 mM de EDTA e 100 pg/mL de proteinase K
(USBiological). Os lisados foram mantidoxs em tubos eppendorf e incubados (2 a 3
horas, 56 °C) com agitaces periddicas. No final da incubacdo, o material foi aquecido
(15 minutos, 95 °C) para inativagdo da enzima e separado em duplicatas de 500 pL para
cada amostra das diferentes cepas. Posteriormente foi realizado a extracdo de DNA

fenol-cloroférmio.
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4.3.5. 1.2. Extracédo de DNA por fenol-cloroférmio.

Um volume correspondente a 500 uL do DNA extraido por solugédo de lise foi
acrescido de 200 uL de solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1, viv;
Introgen Corporation, CARLSBAD, CA), e centrifugado (13.000 g, 8 minutos, 25 °C).
O sobrenadante obtido (S1) foi coletado e reservado, e o precipitado foi lavado com 200
uL de 4gua ultra-pura, por centrifugacdo (13.000 g, 8 minutos; 25 °C) para obter o
segundo sobrenadante (S2). Os dois sobrenadantes foram reunidos para serem tratados
(v/v) com cloroformio (Merck S.A. Industrias Quimicas) e centrifugados (13.000 g, 8
minutos, 25 °C). O novo sobrenadante (S3) foi recuperado e o DNA precipitado pela
adicdo de 0,3 M de acetado de sodio (C,H30,Na.3H,0; Sigma Chemical Co., St Louis
Missouri, USA) e dois volumes de etanol absoluto (Merck S.A.), com incubagdo em
banho de gelo (15 minutos, 4 °C) e posterior centrifugacdo (13.000 g, 15 minutos, 25
°C). O precipitado final foi seco (5 minutos, entre 75 e 80 °C), o0 DNA solubilizado em
50 pL TE 0,1X e estocado (- 20 °C) até o momento do uso.

4.3 .5.2. PCR-RFLP e visualizacéo dos fragmentos de restricao.

Os ensaios de PCR-RFLP foram empregados com intuito de identificar a espécie
de Leishmania presente nos vetores flebotomineos que deram resultados positivos para
infeccdo no diagndstico por PCR multiplex seguido de hibridizacdo. Para tal, as
amostras de DNA de cada inseto confirmadamente positivo para infeccdo por
Leishmania sp., foram re-amplificadas por PCR apartir do DNA extraido utilizando-se
apenas o0s iniciadores para género Leishmania, sem ser em multiplex. Apos a re-
amplificacdo, seguindo as mesmas condic¢des de ciclagem térmica descritas no item 3.3-
3, 5 pL do produto amplificado foram utilizados para digestdo com as enzimas Haelll
(Promega®), Aval (Promega®), Mspl (Promega®), Sau3Al (Promega®) por 3h a 37 °C.
Os fragmentos de restricao foram separados em gel de poliacrilamida a 10 % a 100 V no
aparelho Mini- Protean Il (BioRad, Hercules, CA) e o gel foi submetido a coloracédo
com Nitrato de Prata (VOLPINI et al., 2004).

4.4. Clonagem

Da mesma forma como descrito acima, amostras de DNA de cada inseto

confirmadamente positivo para infeccdo por Leishmania sp., foram re-amplificadas por
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PCR a partir do DNA extraido utilizando-se apenas 0s iniciadores para género
Leishmania para posterior clonagem e sequenciamento do produto amplificado

contendo a regido conservada dos minicirculos do kKDNA de Leishmania.
4.4 .1 Preparo de células competentes

A metodologia foi iniciada com uma semeadura da cultura de Escherichia coli
linhagem TOP10 em placa contendo meio LB (Luria-Bertani) solido sem antibidtico,
com crescimento overnight a 37° C. Uma colonia foi retirada e transferida para um
frasco Erlenmeyer de 200 mL contendo LB liquido sem antibiotico, com forte agitacédo
a 37 © C. Depois de 1h foi iniciada a leitura da D.O. (Densidade Otica) a 550 nm e
posteriormente, em intervalos de 20 — 30 minutos até atingir o valor de D.O. = 0.5 (fase
log). A cultura foi incubada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a 4000
rpm por 10 minutos em tubos cénicos de 50 mL estéreis. O sobrenadante foi descartado
e o0 precipitado foi ressuspenso cuidadosamente em 25 mL de CaCl, a 100 mM, em
gelo. Uma nova centrifugacao foi realizada por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi novamente ressuspenso em 25 mL de CaCl, estéril a
100 mM. Apos centrifugacdo por 10 minutos a 4000 rpm, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi gentilmente ressuspenso em 2 mL de CaCl, estéril a 100 mM
acrescido de 10 % de glicerol. Foram feitas aliquotas de 100 pL das células em tubos
eppendorf® de 1,5 mL mantendo-as no gelo. Em seguida, as células foram submetidas
ao choque térmico com nitrogénio liquido ou gelo seco em éalcool por 1 minuto e

rapidamente estocadas em freezer - 70 °C até 0 momento de uso.

Com a finalidade de testar a competéncia dessas células, incubou-se uma aliquota
da coldnia bacteriana em 5 mL de meio de cultura LB acrecido do antibiotico seletivo
para células contendo o plasmideo PUC19 (ampicilina 100 ug/ mL), e posteriormente

foi realizada uma reacdo de transformacdo com plasmideos controle (PUC19).

4.4. 2 Clonagem

Para os experimentos de clonagem foi utilizado o vetor pGEM T-Easy Vector kit

Promega®, segundo as recomendacdes do fabricante.
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Para a reacdo de ligacdo foram utilizados 5 puL do tampéo de ligacdo rapida T4
ligase 2X; 1 pL do vetor de clonagem pGEM Easy Vector (50 ng); 3 puL de produto de
PCR; 1 uL daenzima T4 DNA Ligase (3 U/pL); e agua nuclease-free para um volume
final de 10 pL. A reacdo foi gentilmente homogeneizada e incubada overnight (durante

uma noite) a 4° C.

Apos a etapa de ligagdo do produto amplificado de Leishmania sp. no vetor
pGEM, foram adicionados 2 pL do produto de ligagdo em um tubo eppendorf® de 1,5
mL contendo previamene as células competentes de E. coli linhagem TOP10 e
homogeneizados levemente. As células foram incubadas em gelo por 15 minutos e, em
seguida, foi realizado o choque térmico a 42° C por 1 minuto. Posteriormene, foi
acrecentado 1 mL de LB sem antibiotico ao mesmo tubo eppendorf®, e as células foram

incubadas a 37° C por 50 minutos concluindo, dessa forma, a etapa de transformacéo.

Placas de LB solido contendo ampicilina na concentragdo final de 100 pg/ mL
foram subsequentemente utilizadas, tendo sido adicionados 40 pL de X-Gal em cada
placa a fim de selecionar as bactérias que continham o plasmideo com a regido de
resisténcia a ampicilina. O X-Gal indica se a bactéria expressa a enzima [3-
galactosidase, codificada pelo gene LacZ (coldnia azul); bactérias contendo o
plasmideo recombinante formam colénias brancas (devido ao gene LacZ com a enzima

beta- galactosidase inativada pela inclusdo do inserto no quadro aberto de leitura).

Apbs selecionarmos as col6nias brancas com auxilio de um palito previamente
autoclavado, cada palito carreando uma colbnia bacteriana foi introduzido em um tubo
eppendorf ® e a coldnia foi diluida em 10 pL de &gua estéril autoclavada para a etapa

subsequente de PCR de coldnia.

4.4. -3 PCR de Colbnia

A PCR de Colbnia foi utilizada com a finalidade de ampliar a quantidade de
inserto das coldnias obtidas. Para isso foi empregado os iniciadores que flangueiam o
inserto M13 forward (GTTGTAAAACGACGGCCAGT) e M13 reverse
(CAGGAAACAGCTATGACC). As reacoes ocorreram em um volume final de 50 pL
nas seguintes condigdes: tampdo PCR 1X [100mM de Tris-HCI pH 8,3 contendo 500
mM de KCI], MgCl; (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM Invitrogen), iniciadores (0,2 uM), Taq
Gold (Applied Biosystems; 0,05 U/uL) e 10 uL do contendo o inserto. A ciclagem
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térmica foi realizada no aparelho modelo DNA Thermal Cycler 9600, com a seguinte
programacao, por ciclo (40 ciclos): desnaturacdo (1 min 95 °C), anelamento (1,5 min 55
9C) e extensdo (1 min 72 °C). Este programa foi precedido de uma etapa (5 min, 95 °C)
para ativacdo da enzima (Hot Start) e apds os 40 ciclos foi realizada a extenséo final (5
min, 72 °C). Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose, como
descrito no item 3.3 - 4.1, e purificados utilizando o kit comercial Wizard® SV gel PCR

clean- Up system, seguindo as especificacdes do fabricante.
4.4. -4 Sequenciamento

As reacgdes de sequenciamento foram processadas com o kit Big Dye Terminator
v.3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) segundo as especificagdes do fabricante,
e os dados gerados foram armazenados no software de analise de sequéncias de DNA
(Plataforma de Sequenciamento PDTIS/IOC/Fiocruz).

4.4.-5 Analise das Sequéncias
4.4-5.1 Avaliacéo da qualidade das sequéncias geradas.

Os eletroferogramas gerados no sequenciamento dos clones de DNA foram
inicialmente analisados pelo programa Phred (EWING et al., 1998), que avaliou a
qualidade dos picos correspondentes a cada base sequenciada, conferindo um valor de
qualidade a cada uma. Para esta analise foram estabelecidos os parametros de aceitacdo
das sequéncias baseados na probabilidade de 0,02% de erro estimado para uma

determinada base.

4.4-5.2 Agrupamento das sequéncias

As regides com boa qualidade de sequéncias foram submetidas a montagem
utilizando o programa CAP3(HUANG & MADAN, 1999).

4-4-5.3 Retirando a sequéncia do vetor

A retirada da regido da sequéncia referente ao vetor foi realizada utilizando o
programa Vector Screen do NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VVecScreen/VecScreen.html /)
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4-4-5.4 Busca no Banco de Dados

Apbs os procedimentos acima foi realizada uma busca na base de dados do Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), utilizando o algoritimo Blast N, Base de dados
NT e um filtro para o organismo: Género Leishmania; a busca foi realizada na data 05
de Dezembro de 2012. Foram retiradas da andlise as sequéncias com "e value" maior
que le -20. As sequéncias referéncia mais proximas a cada clone foram utilizadas na

construcdo do alinhamento.
4-4- 5.5 Alinhamento das sequéncias

O alinhamento multiplo das sequéncias geradas nesse estudo com as sequéncias de
referéncia obtidas com o Blast, foi processado com o programa MUSCLE (EDGAR,
2004).

4-4-5.6 Construcao da arvore filogenética

A partir do alinhamento mdltiplo, o método de méaxima verossimilhanca
("Maximum likelihood™) foi empregado utilizando 1000 replicatas de ‘bootstrap’,
seguindo o modelo de substituicdo GTR ("General Time Reversible™) com o programa
MEGA versao 5.10 (TAMURA et al., 2011). Os valores de ‘bootstrap’ menores do que
50 foram omitidos na arvore filogenética.

47



5.0. Resultados

5.1. Estudo da fauna flebotominica do municipio de Rio Branco (Acre)

Apls 12 meses de captura foi coletado um total de 455 espécimes de
flebotomineos, sendo 256 fémeas e 199 machos. A primeira coleta foi toda destinada
para identificacdo de fauna do municipio de Rio Branco (AC). Nas coletas posteriores,
0s machos, assim como as fémeas ingurgitadas foram montados entre lamina e laminula
para identificacdo taxondmica, e as fémeas ndo ingurgitadas foram dissecadas e
destinadas a analise molecular. Dentre os exemplares capturados nas duas ultimas
coletas, 173 fémeas do total de 256 tiveram até o penultimo segmento do abdome e a
cabeca dissecados com o auxilio de agulhas descartaveis para identificacdo de espécie e
posteriormente foram encaminhadas para a analise molecular de diagnéstico (Tabela
5.3).

Tabela 5.3: NUmero de espécimes de flebotomineos coletados no municipio de Rio
Branco(AC) no periodo Abril/2011 a Abril/2012.

Total de individuos coletados - Rio Branco (AC)

Analise Molecular

Machos Fémeas Total Fémeas
1° Coleta/ Abril 2011 34 40 74 -
2° Coleta/ Outubro 2011 95 147 242 112
3° Coleta/ Abril 2012 70 69 139 61
Total 199 256 455 173

Todos os exemplares coletados foram identificados de acordo com a
classificagdo de GALATI (2003).

A identificacdo taxonémica revelou um total de 20 espécies de flebotomineos
coletados no municipio de Rio Branco, e sete foi possivel a identificacdo apenas de
género. As espécies/ géneros identificadas foram: Evandromyia saulensis (FLOCH &
ABONNENC, 1944), Evandromyia bourrouli (BARRETTO & COUTINHO, 1941),
Evandromyia bacula (MARTINS, FALCAO & SILVA, 1965), Evandromyia walkeri
(NEWSTEAD, 1914), Nyssomyia sp. (BARRETO, 1962), Nyssomyia richardwardi
(READY & FRAIHA, 1981), Nyssomyia anduzei (ROZEBOOM, 1942), Nyssomyia
whitmani (ANTUNES & COUTINHO 1939), Bichromomyia flaviscutellata
(MANGABEIRA, 1942), Pressatia sp. (MANGABEIRA, 1942), Pressatia duncanae
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(LE PONT, MARTINEZ, TORREZ-ESPEJO & DURJARDIN, 1998), Pressatia choti
(FLOCH & ABONNENC, 1941), Pressatia calcarata (MARTINS & SILVA, 1964),
Psychodopygus sp. (MANGABEIRA, 1941), Migonemyia migonei (FRANCA, 1920),
Trichophoromyia auraensis (MANGABEIRA, 1942), Trichophoromyia cellulana
(YOUNG, 1979), Trichophoromyia sp. (BARRETO, 1962), Brumptomyia avellari
(COSTA LIMA, 1932), Brumptomyia sp. (FRANCA & PARROT, 1921), Pintomyia
sp., Pintomyia ovallesi, Pintomyia disiuncta, Lutzomyia sherlocki (MARTINS, SILVA
& FALCAO, 1971) , Micropygomyia sp. (BARRETO, 1962), Micropygomyia peresi
(MANGABEIRA, 1942), Micropygomyia trinidadensis (NEWSTEAD, 1922). As
espécies coletadas estdo dispostas na Tabela 4.4 de acordo com o tipo de armadilha e o

local de captura.
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Tabela 5.4: Consolidado de flebotomineos capturados no municipio de Rio Branco (AC) durante o periodo Abril/2011 a Abril/2012, separados por ambientes
antropico e silvestre

Zona Urbana Rural

Armadilha / Barraca HP Shannon HP

Ambiente Peridomicilio Silvestre Peridomicilio Peridomicilio Silvestre Total
Ecétopos Galinheiro Mata Total Galinheiro Mata Total

Espécies NuUmero (N) N N Numero(N) N N
Trichophoromyia sp. 12 111 123 22 1 23 146
Trichophoromyia auraensis 19 44 63 32 1 33 96
Nyssomyia whitmani 6 68 74 74

Pressatia choti 16 2 18 18
Evandromyia saulensis 16 16 16
Nyssomyia sp. 13 1 14 1 1 15

Pressatia sp. 13 2
Nyssomyia richardwardi
Nyssomyia anduzei
Evandromyia walkeri
Migonimyia migonei 3
Pintomyia disiuncta

Micropygomyia sp.

Psychodopygus sp.

Trichophoromyia cellulana

Lutzomyia sherlocki

Pintomyia sp.

Micropygomyia peresi

Pintomyia ovallesi

Brumptomyia avellari 1
Pressatia duncanae

Pressatia calcarata 1
Bichromomyia flaviscutellata

Micropygomyia trinidadensis

Evandromyia bourrouli

Evandromyia bacula

Brumptomyia sp.

Total: 44
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Dos espécimes identificados apenas até género, os Trichophoromyia sp. foram os
mais abundantes com 146 individuos, seguido da espécie Trichophoromyia auraensis
com 96 individuos capturados e Nyssomyia whitmani com 74 exemplares coletados. Os
géneros Trichophoromyia spp. e Nyssomyia spp. foram os mais abundantes nédo apenas

nas areas de mata como também nas &reas de peridomicilio (Gréficos 5.5 e 5.6).

Percentual por géneros/ mata
1

%
39 0%
9% 3% ° B Fvandromyia spp.
(1]
B Nyssomyia spp.
' ® Pressatia spp.

B Psychodopygus spp.
B Migonimyia spp.

W Trichophoromyia spp.

W Brumptomyia spp.
1 Pintomyia spp.
Lutzomyia spp.
m Micropygomyia spp.
1% 1% Bichromomyia spp.

Grafico 5.5: Percentual distribuido por géneros de flebotomineos coletados nas areas de mata do
municipio de Rio Branco (AC) no periodo Abril/2011 a Abril/2012

Percentual por género/ peridomiclio

1%__1% 2%

B Evandromyia spp.
3%
H Nyssomyia spp.
W Pressatia spp.
W Migonimyia spp.
B Trichophoromyia spp.
B Brumptomyia spp.

W Lutzomyia spp.

Gréfico 5.6: Percentual distribuido por géneros de flebotomineos coletados nas areas de
peridomicilio do municipio de Rio Branco (AC) no periodo Abril/2011 a Abril/2012
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5.2. Avaliacdo de Infeccdo Natural.

Foram destinadas a avaliacdo de infeccdo natural por Leishmania spp, 173
fémeas de flebotomineos referentes as espécies Ev. saulensis, Ny. anduzei,
Psychodopygus sp, Tr. cellulana, Pintomyia ovallesi, Mg. migonei, Trichophoromyia

sp, Bi. flaviscutelada, Ny. whitmani e Pressatia sp.

Os exemplares foram identificados e separados individualmente para a analise
molecular, sendo que machos foram utilizados para controle de todas as etapas. As
reacOes de PCR foram realizadas em multiplex com dois pares de iniciadores, sendo um
para o alvo Leishmania, que amplifica um produto de 120 pb correspondente a regido
conservada dos minicirculos do KDNA, e outro especifico para flebotomineos (gene
cacophony), gerando um produto de 220 pb. A amplificacdo simultdnea do gene
cacophony atua como um importante controle para possiveis inibi¢cdes da enzima DNA
polimerase, decorrentes da presenca de inibidores nas amostras de DNA (proteinase k
por exemplo), ou até mesmo falhas durante a etapa prévia de extracdo de DNA total a

partir de lisados de insetos.

Das 173 fémeas analizadas individualmente, em apenas duas amostras foi
possivel observar resultados positivos para infeccdo por Leishmania sp. em gel de
agarose corado com brometo de etideo. Por outro lado, apds a etapa de hibridizacao
ndo-radioativa com sonda especifica para o subgénero Viannia dos produtos
amplificados de todas as 173 amostras avaliadas, foi possivel confirmar a positividade
destas duas amostras, além de mais 10 amostras que revelaram sinal de hibridizacao e
que ndo puderam ser identificadas como positivas em gel de agarose. Assim, foi
revelado um total de 12 amostras positivas em 173 fémeas analizadas, conferindo taxa
de infec¢do natural por Leishmania spp. de 6,94% na &rea estudada.

As duas amostras positivas em gel de agarose sdo referentes as areas de mata no
bairro Bosque e correspondem a espécies do género Trichophoromyia sp. e Pressatia
sp. (Figura 4.16). Das amostras que foram identificadas como positivas apos a etapa de
hibridizacdo com sonda especifica para o subgénero Viannia, duas correspondem a Ev.
saulensis e foram capturadas na area de mata no Bairro de Vila Acre, e oito foram

identificadas como Trichophoromyia sp. referentes a area de mata do bairro do Bosque,
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além da confirmacdo das duas amostras que deram resultados positivos em gel de
agarose (Figura 4.17).

Figura 5.16: Exemplo de eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de
etideo para avaliacdo de infeccao natural de flebdtomos por Leishmania sp..1: Marcador de peso
molecular 100 pb; 2: Controle negativo da reacdo de PCR (Mistura da reacdo sem DNA); 3-6:
Controles negativos - DNA extraido de fleb6tomos machos; 7-15: Fémeas de flebotomineos
submetidas ao diagnostico molecular revelando positividade em duas amostras (linhas 9 e 13);
16: Controle positivo da reacdo (DNA de um unico flebotomineo macho misturado com DNA
de L. (V.) braziliensis extraido de cultura celular).

Figura 5.17: Exemplo de hibridizacdo dos produtos amplificados com sonda especifica
para subgénero Viannia (Dot-Blot) — 1 e 2: Evandromyia saulensis — mata- bairro Vila Acre;
3: Pressatia sp — mata — bairro Bosque; 4 a 12: Trichophoromyia sp — mata- bairro Bosque.
Quatro controles positivos foram incluidos (sinal mais intenso) e representam 10 uL. DNA de L.
(V.) braziliensis (153,7 ng/ pL) extraido de cultura celular.

Com a finalidade de identificar as espécies de Leishmania encontradas nos
fleb6tomos, foram feitos ensaios de PCR-RFLP. Porém, este procedimento s6 pbde ser
realizado com amostras que apresentaram resultados positivos de amplificacdo para
Leishmania em gel de agarose (duas amostras apenas). Para tal, foi feita uma nova PCR

a partir do DNA extraido destas amostras, empregando apenas os iniciadores especificos
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para Leishmania, sem ser em formato multiplex. Os produtos obtidos foram entdo
submetidos a clivagem com as seguintes enzimas de restricdo: Aval, Mspl, Sau3Al e
Haelll. Os fragmentos de restricdo foram separados em gel de poliacrilamida a 10 % a
100 V e o gel foi submetido a coloragdo com Nitrato de Prata. Entre as enzimas
utilizadas a Haelll foi a que diferenciou melhor as espécies. Mesmo assim, o perfil de
duas amostras positivas ndo foi compativel com nenhuma das cepas de referéncia

utilizadas no ensaio (Figura 5.18).

100pb 50pb25pb Lb Ln Lg Ls L/ 50pb 25pb

L. 5 . . -n L .
IO = i'-:;—'s =

* CIMRERORTT T o0
Figura 5.18: Exemplo de dois experimentos de PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a
10% revelado por prata, empregando a enzima Haelll: 100, 50 e 25 pb correspondem aos
marcadores de peso molecular; amostras de referéncia utilizadas: Leishmania braziliensis (L.b),
Leishmania naiffi (L.n), Leishmania guyanensis (L.g), Leishmania shawii (L.s), Leishmania
lainsoni (L.I), Leishmania amazonensis (L.a); 5 e 8: Amostras positivas para infec¢do natural
por Leishmania spp. detectadas apenas em gel de agarose (setas verdes).

Considerando que das 12 amostras positivas, apenas duas revelaram produto de
Leishmania amplificado em gel de agarose, e nestas duas amostras a PCR-RFLP nao foi
capaz de identificar o parasito comparando com as cepas referéncia, optamos por voltar
ao DNA das 12 amostras de fleb6tomos e refazer o ensaio de PCR utilizando apenas o
par de iniciador especifico para género Leishmania para posterior clonagem e

sequenciamento da regido conservada dos minicirculos do KDNA.

As amostras foram entdo clonadas e sequenciadas segundo a metodologia ja
descrita, e apos o sequenciamento foram obtidas 82 sequéncias divididas em forward e
reverse (sequéncias senso e anti-senso). Destas, foram retiradas 11 sequéncias devido a
baixa qualidade do DNA molde (inserto), segundo os parametros estabelecidos pelo
programa Phred para aceitacdo das sequéncias, 0s quais sdo baseados em 0,02% de
probabilidade de erro estimado para uma base. Além dessas, 17 sequéncias foram

retiradas apds a andlise utilizando o Blast, pois tinham o "e value" maior do que le-20.
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As analises foram entdo inicialmente processadas com um total de 54 sequéncias
divididas em diversos clones para as diferentes amostras. A partir da busca no banco de
dados e alinhamento mdaltiplo das sequéncias geradas, foi realizada a montagem de uma
arvore filogenética para inferir a similaridade das amostras-teste com as amostras
referéncia. O meétodo de méxima verossimilhanca foi empregado utilizando 1000
replicatas de ‘bootstrap’ € 0 modelo de substituicio GTR com o programa MEGA. Os
valores de ‘bootstrap’ menores do que 50 e clones que apresentaram baixa similaridade
de sequéncias foram omitidos na arvore filogenética (Figura 4.19, A e B). Na figura
estdo representadas 18 sequéncias de clones derivados de 11 amostras (amostra 10
apresentou sequéncias de baixa qualidade e foi retirada da andlise), previamente
positivas para infeccdo natural por Leishmania spp. Esses resultados foram
correlacionados com as espécies de flebotomineos e areas de captura e estdo

demonstrados na Tabela 5.5.
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0i|322505745:¢1418748-1418623 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 complete genome, chromosome 36
90| gbJU19804.1|LBU19804:¢c241-112 Leishmania braziliensis kinetoplast minicircle, partial sequence, fragment MCLBO05
gb|M87315.1|LEIMINIB:c163-34 Leishmania viannia braziliensis DNA sequence
gb|EF618937.1|:c727-620 Uncultured Viannia isolate 4 clone 13, complete sequence
@ amostra2 (Clone 5)
gb|EF618945.1|:c750-643 Uncultured Viannia isolate 17 clone 4, complete sequence
@ amostra-11 (Clone 4)
gb|M87317.1|LEIMINID:c160-35 Leishmania viannia peruviana DNA sequence
gb|M87314.1|LEIMINIA:c159-34 Leishmania viannia panamensis DNA sequence
0i|322505382:¢808376-808251 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 complete genome, chromosome 31
741 gb|U19803.1|LBU19803:c706-581 Leishmania braziliensis kinetoplast minicircle, partial sequence, fragment MCLBO1
gb|AY366071.1|:c705-594 Leishmania panamensis strain 1166 kinetoplast minicircle DNA, complete sequence
P gb|U19807.1|LBU19807:c733-608 Leishmania braziliensis kinetoplast minicircle, partial sequence, fragment MCLB12
| — @ amostra-7 (Clone2)
93k gb|U19805.1|LBU19805:c758-633 Leishmania braziliensis kinetoplast minicircle, partial sequence, fragment MCLB06
L—— gb|M87316.1|LEIMINIC:c160-35 Leishmania viannia guyanensis DNA sequence
@ amostra-11 (Clone 3)
@ amostra-11 (Clone 5)
@ amostra-3 (Clone 2)
72 gb|EF619002.1|:c718-611 Uncultured Viannia isolate 27 clone 11, complete sequence
gb|EF619005.1|:c707-600 Uncultured Viannia isolate 27 clone 5, complete sequence
gb|EF619009.1|:c714-607 Uncultured Viannia isolate 2 clone 8, complete sequence
gb|EF619015.1|:c737-630 Uncultured Viannia isolate 4 clone 8, complete sequence
gb|EF618894.1|:c722-634 Uncultured Viannia isolate 18 clone 11, complete sequence
@ amostra3 (Clone 3)
gb|AF088225.1|:c744-637 Leishmania lainsoni clone A kinetoplast minicircle DNA, complete sequence
gbJAF088231.1|:c744-636 Leishmania lainsoni clone B4 kinetoplast minicircle DNA, complete sequence
gb|AF088230.1|:c746-641 Leishmania lainsoni clone B(a) kinetoplast minicircle DNA, complete sequence
gb|AF088229.1|:c744-639 Leishmania lainsoni clone A(d) kinetoplast minicircle DNA, complete sequence
@ amostra2 (Clone 9)
@ amostra2 (Clone 8)
gb|AF088232.1|:c743-639 Leishmania lainsoni clone 2 kinetoplast minicircle DNA, complete sequence

Género Sauroleishmania
p Subgénero Leishmania

—
0.05

L (V.) lainsoni

56

56

] L. (V.) braziliensis

Subgénero Viannia



« Subgénero Viannia

4‘— @ amostra-8 (Clone 1)
%! @ amostra-9 (Clone 3)
7 @ amostra-9 (Clone 6) Género Sauroleishmania

gb]AF380673.1|:c606-483 Leishmania tarentolae clone ND8-XII kinetoplast minicircle, complete sequence
%! gi|13092:c127-4 L.tarentolae kinetoplast partial minicircle sequence (clone D7)

L i‘i gb|EU370904.1]:c117-1 Leishmania major isolate Lm-FR-19 kinetoplast minicircle, partial sequence
gb|EU370907.1|:c116-1 Leishmania major isolate Lm-FR-8 kinetoplast minicircle, partial sequence
% gb|EU370872.1|:c116-1 Leishmania amazonensis isolate Lam-325 kinetoplast minicircle, partial sequence

L (L. i
@ amostra-6 (Clone 4) ] (L) amazonensis

@ amostra-4 (Clone 8)

65| gB|[EU370883.1|:c116-1 Leishmania donovani isolate Ld-IN-33 kinetoplast minicircle, partial sequence
@ amostra-4 (Clone 3)

@ amostra-12 (Clone 2)

gb|HQ585884.1]:c116-1 Leishmania infantum isolate MCAN/CN/90/SC clone Il minicircle, partial sequence; kinetoplast
gb|EU370886.1|:c116-1 Leishmania donovani isolate Ld-IN-36 kinetoplast minicircle, partial sequence

gb|EU437405.1|:c125-1 Leishmania infantum isolate MCAN/ES/98/10445 clone LinGpja_7 kinetoplast minicircle, complete sequence
gb|EU437406.1|:c125-1 Leishmania infantum isolate MCAN/ES/98/10445 clone LinGpja_8 kinetoplast minicircle, complete sequence
@ amostra-5 (Clone 4)

%/ @ Amostra-1 (Clone 3) }L. (L) chagasi

0i|514435:¢161-35 L.chagasi (AJS-PPECO) kinetoplast DNA

gb|EU370895.1|:c115-1 Leishmania infantum isolate Li-TK-85 kinetoplast minicircle, partial sequence

gb|HQ585883.1|:c116-1 Leishmania infantum isolate MCAN/CN/90/SC clone | minicircle, partial sequence; kinetoplast
gb|EU370898.1|:c116-1 Leishmania infantum isolate Li-TK-89 kinetoplast minicircle, partial sequence

gb|EU370894.1|:c116-1 Leishmania infantum isolate Li-TK-84 kinetoplast minicircle, partial sequence

0i|516182:¢160-35 L.donovani (AJS-PEKIN) kinetoplast DNA

gb|EU370899.1|:c116-1 Leishmania infantum isolate Li-TK-91 kinetoplast minicircle, partial sequence

0i|515001:¢163-35 L.infantum (AJS-D2PST) kinetoplast DNA

68

L. (L.) donovani

94

—

0.05

Subgénero Leishmania

Figura 5.19: Arvore de maxima verossimilhanca, ndo enraizada, mostrando as relagBes filogenéticas entre os clones dos minicirculos de
leishménias obtidas de flebotomineos positivos e as sequéncias de referéncia. A) Subgénero L. Viannia; B) Género Sauroleishmania e Subgénero L.
Leishmania. Valores de ‘bootstrap’ acima de 50 s3o mostrados nos ramos da &rvore. Amostras: 1 e 2: Evandromyia saulensis — mata- bairro Vila Acre;

Amostra 3: Pressatia sp — mata — bairro Bosque; Amostras 4 a 12: Trichophoromyia spp. mata- bairro Bosque.
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Tabela 5.5: Correlagdo entre espécimes de fleb6tomos e identificacdo de Leishmania
spp. segundo a arvore filogenetica gerada a partir da regido conservada dos minicirculos
de KDNA.

Amostra flgégfg:ﬁigio Local de Captura Leishmania spp.

1 Ev. saulensis mata - Vila Acre L. (L.) chagasi
2 Ev. saulensis mata - Vila Acre L. Vianniae L. (V.) lainsoni
3 Pressatia sp. mata - Bosque L. Viannia e L. (V.) lainsoni
4 Trichophoromyia sp. mata - Bosque L. (L.) donovani
5 Trichophoromyia sp. mata - Bosque L. (L.) chagasi
6 Trichophoromyia sp. mata - Bosque L. (L.) amazonensis
7 Trichophoromyia sp. mata - Bosque L. (V.) braziliensis
8 Trichophoromyia sp. mata - Bosque Sauroleishmania
9 Trichophoromyia sp. mata - Bosque Sauroleishmania

10* Trichophoromyia sp. mata - Bosque -

11 Trichophoromyia sp. mata - Bosque L. Viannia

12 Trichophoromyia sp. mata - Bosque L. (L.) donovani

* Nao entrou na arvore
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6.0. Discussao

6.1. Estudo da fauna flebotominica do municipio de Rio Branco

Ocorriam no Brasil entre 1880 e 1930, surtos de LTA associados ao ciclo
econémico da borracha, principalmente na regido ocidental amazo6nica que compreende
a area de estudo do presente trabalho, que hoje se constitui
nos estados de Amazonas, Acre, Rondonia e Roraima. Esta fase econ6mica atraia
trabalhadores de diversas areas do Brasil, 0s quais posteriormente retornavam para suas
cidades de origem ou migravam para outras areas para trabalhar em ciclos, como o de
café nas fazendas cafeeiras, dispersando assim a doenca, associada também ao
crescimento das cidades brasileiras (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

O desenvolvimento do municipio de Rio Branco no Estado do Acre, com a
construcdo de casas dentro das areas de mata, assim como ocorrido em diversas cidades
do Brasil, apresentou papel fundamental na disseminacdo de agravos da saude. Este
crescimento desordenado implicou em uma série de transformagdes do meio ambiente e
possibilitou a instalacdo e desenvolvimento da LTA. Mudancas rapidas das condi¢des
ambientais em muitas regides tropicais, causadas pela destruicdo do habitat e associadas
aos processos de desmatamento e urbanizacdo, tém uma influéncia enorme na
populacdo de insetos vetores e, por conseguinte na transmissdo da doenca. Engquanto
algumas espécies estdo sujeitas a extincdo, outras podem se tornar abundantes
(BEJARANO et al., 2002). O conhecimento da distribuicdo geografica das espécies
transmissoras de LTA é ainda escasso para algumas regides, tais como o Estado do
Acre, aonde a doenca é endémica (MARTINS & SILVA 1964; ARIAS et al., 1984,
SILVA-NUNES et al., 2008).

Sdo fortes as evidéncias de que a presenca de animais domésticos e silvestres no
peridomicilio atrai um grande namero de flebotomineos, incluindo as espécies que sao
vetoras de leishmanioses, contribuindo assim, para 0 aumento do risco de transmisséo
de Leishmania spp. nestas areas (BRAZIL et al., 1991; FORATTINI 1953; 1960; 1976).
Na nossa regido de estudo pode ser observado um grande nimero de galinheiros, com
aves de diversos tipos soltas pelo peridomicilio, caes, e o relato dos moradores da
presenca de animais silvestres, principalmente no periodo noturno.

Em 2008 foi realizado um estudo nos municipios de Bujari, Xapuri e Rio
Branco, no Estado do Acre, onde foi verificada a abundancia de espécies de flebétomos

59



no solo e na copa das arvores; Trichophoromyia auraensis, Nyssomyia antunesi,
Nyssomyia whitmani e Psychodopygus davisi representaram 66,95% dos espécimes
coletados. Ny. whitmani foi a espécie mais abundante, seguida de Ny. antunesi e Psy.
davisi (AZEVEDO et al., 2008). Desde entdo, ndo foi realizado nenhum outro trabalho
de fauna flebotominica na regido.

No presente trabalho, foi coletado um total de 455 espécimes de flebotomineos
no periodo de um ano, sendo 256 fémeas e 199 machos. AGUIAR et al., (1985),
acreditam que coletas com armadilhas luminosas possam atrair um maior nimero de
machos, visto que estes formam agregados com o proposito de acasalamento. Em
nossas coletas foi observado um nimero menor de machos, comparado ao de fémeas,
ndo corroborando com o pressuposto observado pelos autores; sendo admissivel que
nem todas as espécies de flebotomineos possuam esta peculiaridade, como ja observado
em alguns estudos com flebotomineos neotropicais (FUZARI, 2011; ANDRADE-
FILHO, 2008).

Para identificar as espécies de flebotomineos utilizamos a nomenclatura de
GALATI (1995, 2003). E dentre as espécies e/ ou géneros identificados: Evandromyia
saulensis, Evandromyia bourrouli, Evandromyia bacula, Evandromyia walkeri,
Nyssomyia sp., Nyssomyia richardwardi, Nyssomyia anduzei, Nyssomyia whitmani,
Bichromomyia flaviscutellata, Pressatia sp., Pressatia duncanae, Pressatia choti,
Pressatia calcarata, Psychodopygus sp., Migonemyia migonei, Tricophoromyia
auraensis, Trichophoromyia cellulana, Trichophoromyia sp., Brumptomyia avellari,
Brumptomyia sp., Pintomyia sp., Pintomyia ovallesi, Pintomyia disiuncta, Lutzomyia
sherlocki, Micropygomyia sp., Micropygomyia peresi, Micropygomyia trinidadensis,
todos ja tinham sido descritos na area (AZEVEDO et al., 2008; GALATI, 2003;
AGUIAR, 2003).

Comparando todos os géneros identificados, Trichophoromyia spp. foi 0 mais
prevalente, tanto nas areas de peridomicilio - correspondendo a 80%, quanto nas areas
de mata (46%), em relacdo aos outros géneros coletados (Graficos 4.5 e 4.6). Em
relacdo aos espécimes possiveis de serem identificados até género, Trichophoromyia
spp. prevaleceu com 146 individuos no total, seguido da espécie Trichophoromyia
auraensis com 96 individuos e Nyssomyia whitmani com 74 exemplares coletados. E
possivel que todas as Trichophoromyia identificadas ate género sejam pertencentes a
espécie Trichophoromyia auraensis, porém a coleta de cinco espécimes que foram
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identificadas como Trichophoromyia cellulana nos deixou em duvida, devido a
presenca de diferengas muito sutis entre as fémeas deste género. A grande quantidade de
exemplares de Trichophoromyia spp. e Nyssomyia spp. coletados no presente trabalho
pode ser corroborada pelos estudos de AZEVEDO et al. (2008), que ja haviam descrito

a abundancia destas na regido.

A regido amazOnica possui caracteristicas particulares como a diversidade
biolégica de potenciais vetores e reservatérios, que podem favorecer a circulagdo
simpatrica de varias espécies de Leishmania (GRIMALDI et al., 1989; LAINSON et al.,
1994). Os géneros Psychodopygus e Nyssomyia sd@o 0s mais abundantes em espécies e
também os mais importantes vetores de Leishmania na regido amazonica (WARD et al.,
1973, GRIMALDI et al., 1991, RANGEL & LAINSON 2003, AZEVEDO et al., 2008).
AZEVEDO et al. (2002) demonstraram que, com base na analise quantitativa e
qualitativa da fauna de flebotomineos no municipio Peixoto de Azevedo, no Estado de
Mato Grosso, diferencas na composi¢do da fauna de flebotomineos entre a floresta
primaria  (predominantemente  Psychodopygus spp.) e &rea  antropica
(predominantemente Nyssomyia spp.), podem ser detectadas. Em estudo realizado no
Estado do Acre em 2008, AZEVEDO e colaboradores identificaram as espécies Ny.
whitmani, Ny. antunesi, Psy. davisi e Ny. umbratilis, como potenciais vetores de
Leishmania spp. na regido de estudo (AZEVEDO et al., 2008).

6.2. Avaliacdo de Infeccdo Natural por Leishmania spp.

A determinacdo de infeccdo natural para identificacdo de espécies vetoras,
sobretudo nas regides endémicas, e a identificacdo correta da espécie de Leishmania em
uma determinada espécie de flebotomineo sdo de grande importancia na epidemiologia
das leishmanioses (PITA-PEREIRA, 2004). Sendo assim, dos 455 flebotomineos
coletados neste estudo, 173 fémeas referentes as espécies Ev. saulensis, Ny. anduzei,
Psychodopygus sp., Trichophoromyia cellulana, Pintomyia ovallesi, Mg. migonei,
Trichophoromyia sp., Bi. flaviscutelada, Ny. whitmani e Pressatia sp. foram destinadas

aos ensaios moleculares para avaliagdo de infecc¢do natural por Leishmania spp.

Segundo KILLICK-KENDRICK (1990), existem critérios que devem ser
obedecidos para se confirmar uma espécie de flebotomineo como vetora de

leishmanioses. Critérios essenciais correspondem ao grau de antropofilia; distribuicao
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espacial coincidente com a area geografica de ocorréncia de casos de infec¢cdo humana;
infecgdo natural por parasitos do género Leishmania, identificados como pertencentes a
mesma espécie que infecta o homem na mesma &rea geografica, além de critérios
complementares que avaliam a capacidade de desenvolvimento do parasito nas fémeas
de flebotomineos infectadas experimentalmente, assim como a capacidade destas se
infectarem e transmitirem o parasito através da picada. Porém, sendo os critérios
essenciais determinados, € possivel sugerir o potencial papel vetorial de uma

determinada espécie de flebotomineo.

Neste contexto, o diagnostico de infeccdo natural entra como uma ferramenta
complementar em nosso estudo de fauna flebotominica, para que possamos sugerir
espécies vetoras nas areas de trabalho. Das 173 fémeas analisadas individualmente,
encontramos 12 positivas nos ensaios de avaliacdo de infeccdo natural correspondendo a
uma taxa de infeccdo de 6,9% para Leishmania spp. As espécies que apresentaram
resultados positivos foram 5,2% de Trichophoromyia sp. (9/173) capturados nas areas
de mata do bairro do Bosque, 1,1% de Ev. saulensis (2/173) capturados nas areas de
mata do do bairro Vila Acre, 0,6% Pressatia spp. (1/173) capturados nas areas de mata

do bairro do Bosque.

Até o momento ndo se tem o conhecimento de infec¢do natural de Evandromyia
saulensis por Leishmania spp., correspondendo este achado ao primeiro registro de
infeccdo nesta espécie. Ev. saulensis apresenta uma distribuicdo bem ampla na América
do Sul e Central, e no Brasil apresenta predominio na regido amazénica aparecendo
também na regido centro-oeste (YOUNG & DUNCAN 1994, GALATI 1995). A
identificacdo de um espécime de Pressatia spp. com infeccdo natural em nossos estudos
foi corroborada pelo encontro recente deste mesmo género de flebotomineo, com
resultado positivo para infeccdo natural por Leishmania spp. em regido do Peru,
fronteira com o Acre ( Hugo Valdivia, comunicado pessoal). Ainda ndo existem relatos
sobre antropofilia ou habitos alimentares destas duas espécies.

Nossos resultados do encontro de positividade em nove individuos do género
Trichophoromyia sp. corroboram estudos recentes que revelam a presenga de
Trichophoromyia sp. naturalmente infectada, descrita por VALDIVIA et al. (2012) em
Madre de Dios, no Peru, regido de fronteira com a Bolivia e com o Brasil, na localidade
de Flor do Acre. Os autores relatam a identificagcdo de exemplares de Trichophoromyia
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auraensis infectados com as espécies L. (V.) lainsoni e L. (V.) braziliensis, através de
PCR em tempo real para os alvos DNA do cinetoplasto (kDNA), 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGD) e manose fosfato isomerase (MPI) (VALDIVIA et al., 2012).
Outros estudos realizados em Puno, Peru, mostram que Tr. auraensis pode ser
antropofilico (ARISTIDES, 1999), embora esta evidéncia ainda necessite de
confirmagdo (FERNANDEZ et al., 1998).

Em relacdo as espécies estudadas e que obtivemos resultados negativos para
infeccdo natural, vale mencionar que Ny. whitmani é considerada o principal vetor da L.
(Viannia) braziliensis em diversas areas do Brasil (MAYRINK et al., 1979; RANGEL e
LAINSON 2003). A presenga de Nyssomyia whitmani j& foi descrita na Amazonia,
sendo comprovadamente transmissora de L. (V.) shawi no Pard (LAINSON et al., 2005;
RANGEL et. al., 1996); entretanto, seu papel na transmissdo de L. (V.) braziliensis
nessa parte do pais ainda é discutido (SHAW et al., 1991), uma vez que parece ser
pouco antropofilica na Amazonia (DA COSTA et al., 2007).

A espécie Mg. migonei tem sido sugerida como possivel vetor de L. (L.)
infantum, em La Banda, na Argentina (SALOMON et al., 2010) e no Estado de
Pernambuco (CARVALHO et al., 2010); assim como ja foi encontrada naturalmente
infectada por L. (V.) braziliensis em &rea endémica de leishmaniose cutanea no Rio de
Janeiro (PITA-PEREIRA et al., 2005), sendo incriminada como vetor de leishmaniose
cutanea em outras regides do Brasil (QUEIROZ et al., 1994).

Em relacdo a Bi. flaviscutellata, LAINSON & SHAW (1968) demonstraram sua
capacidade vetorial para L. (L.) amazonensis. Felizmente, esta espécie é dotada de
pouca antropofilia, e no nosso trabalho apenas um exemplar foi capturado em area de
mata, possivelmente devido ao tipo de armadilha utilizada. Caso esta espécie fosse
abundante no peridomicilio, a problematica da leishmaniose cutdnea na Amazobnia
poderia ser bem mais grave, ndo sO pelo numero de pessoas infectadas, mas,
principalmente, pelo fato de que a L. (L.) amazonensis é responsavel pela forma clinica
anérgica difusa da leishmaniose cutanea (RANGEL & LAINSON, 2003).

Apesar das espécies Ny. whitmani, Mg. migonei e Bi. flaviscutellata serem
consideradas vetoras em diversas areas, estas ndo foram encontradas naturalmente

infectadas no presente estudo.
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E importante ressaltar que a capacidade vetorial das espécies de flebotomineos é
possivelmente um fator regulado por questdes de ordem fisio e fitogeogréafica, uma vez
que o meio ambiente de cada regido pode influenciar na melhor adaptacdo de uma
determinada espécie; o que por sua vez, pode determinar a predominancia de uma
espécie sobre outra (LAINSON, 1983). Temos como exemplo uma area endémica de
LTA na Venezuela, onde Mi. migonei assume a posi¢do de principal transmissor da
LTA, enquanto que Lu. intermedia representa o vetor secundario (FELICIANGELI et
al., 1988, 1991; ANEZ et al., 1989). Em localidades da regifo sudeste do Brasil, esta
situacdo se inverte. Neste caso, a hipdtese que vigora é que Ny. intermedia seria o
principal transmissor da LTA em humanos, enquanto que Mi. migonei estaria atuando
como vetor secundéario (FERREIRA et al., 2001; RANGEL et al., 1986; PITA-
PEREIRA et al., 2005).

A capacidade de um flebotomineo em atuar como vetor & primeiramente
determinada pela habilidade de sobrevivéncia, multiplicagéo e diferenciacéo do parasito
no interior do trato digestivo do inseto (LAINSON & RANGEL, 2005).
Consequentemente, a observacdo e a correta identificacdo das formas do parasito
presentes no intestino do vetor constituem passos importantes para a incriminacdo de
vetores de Leishmania e caracterizacdo da doenca. Embora as diversas espécies de
Leishmania sejam morfologicamente semelhantes, elas apresentam graus variaveis de

especificidade em relacdo aos seus hospedeiros invertebrados (SHAW, 1994).

Sendo o diagnostico de infeccdo natural um dos critérios que auxiliam na sugestéo
de possiveis espécies vetoras, a PCR entra como uma ferramenta importante, onde as
principais vantagens de seu uso consistem na sua maior sensibilidade e especificidade,
comparada aos métodos convencionais, possibilitando a identificacdo de material
genético de Leishmania, mesmo em quantidades minimas como 50fg de DNA do
parasito (FU et al., 1998); além da rapidez do diagnéstico quando uma grande
amostragem de fleb6tomos precisa ser avaliada (BARKER, 1989; MICHALSKY et al.,
2002). Para isso se faz necessaria a escolha de um alvo molecular adequado que confira
uma maior sensibilidade e especificidade de deteccdo do parasito. Neste sentido, os
minicirculos que fazem parte da rede de KDNA dos parasitos do género Leishmania,
estdo presentes em cerca de 10.000 cdpias por rede e possuem em comum uma Unica

regido de seqliéncia conservada.
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A técnica de PCR multiplex associada a hibridizacdo ndo-radioativa é importante,
considerando os seguintes fatores: (i) analise simultdnea de um grande nimero de
exemplares em um Unico ensaio, possibilitando em uma Unica reacéo inferir a qualidade
do DNA recuperado a partir de lisados de insetos, além de controlar a presenca de
potenciais inibidores, evitando assim resultados falso-negativos para infeccdo natural
por Leishmania spp.; (ii) pela sua especificidade que permite identificar precisamente
DNA de Leishmania spp., em funcdo do conjunto de iniciadores selecionados; (iii) a
etapa posterior de hibridizacdo aumenta a sensibilidade de deteccdo, o que otimiza o
diagnostico de infeccdo natural em insetos vetores, como demostrado neste estudo, onde

das 12 amostras positivas, 10 foram visualizadas apenas ap6s a hibridizagcdo molecular.

No nosso trabalho, devido a grande diversidade de potenciais vetores e
reservatorios que podem estar favorecendo a circulacao simpatrica de varias espécies de
Leishmania na &rea estudada, ndo foi possivel a identificacdo precisa da espécie do
parasito encontrada no inseto vetor, através do emprego da metodologia de PCR-RFLP.
Os perfis de restricdo observados para as duas Unicas amostras que tiveram suas
positividades reveladas em gel de agarose, as quais correspondem as espécimes de
Tricophoromyia sp. e Pressatia sp., mostraram-se complexos e distintos dos perfis das
amostras referéncia. Aparentemente, pela Fig. 4.18, pode ser observada uma maior
semelhanca do padrdo de bandas exibido pela amostra 8 com L. (L.) amazonensis, e

para a amostra 5 especula-se um padrdo misto de L. (V.) lainsoni com L. (V.) naiffi.

Para uma maior acuracia na identificacdo da espécie de Leishmania presente nas
12 amostras de fleb6tomos positivas, fez-se necessaria a posterior clonagem e
sequenciamento dos produtos amplificados das 12 amostras positivas - duas reveladas
em gel de agarose e confirmadas apds hibridizacdo, e 10 detectadas apenas por
hibridizacdo. Os fragmentos clonados e sequenciados foram correspondentes a regiao
conservada dos minicirculos de kKDNA de Leishmania. Apesar de estarmos trabalhando
com uma regido considerada "conservada" entre as diferentes espécies de Leishmania
sp., 0 alinhamento das sequéncias geradas pelos clones obtidos de cada amostra,
demonstrou uma variagdo considerdvel (substituicdes de nucleotideos, inser¢bes e/ou

deleces), possibilitando a construcéo de uma arvore.

A partir da construgcdo da arvore, foi possivel observar a proximidade das

sequéncias geradas (sequéncias-teste) com as sequéncias de referéncia, depositadas no
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banco de dados. Como exemplo, os clones obtidos a partir das amostras 1 e 2, referentes
as espécies de flebotomineos Ev. saulensis demostraram similaridade com L. (L.)
chagasi (amostra 1), L. Viannia e L. (V.) lainsoni (amostra 2). Dois clones da amostra 3,
referentes ao flebotomineo Pressatia sp. também apresentaram similaridades com L.
Viannia e L. (V.) lainsoni. Os clones relacionados as amostras numeradas de 4 a 12, que
correpondem aos espécimes de Trichophoromyia sp. revelaram similaridades com as
sequéncias referéncia, da seguinte forma: amostras 4 e 12 - L. (L.) donovani; amostra 5 -
L. (L.) chagasi; amostra 6 - L. (L.) amazonensis; amostra 7 - L. (V.) brasiliensis;
amostras 8 e 9 - género Sauroleishmania, a amostra 10 ndo entrou na analise por nédo
apresentar uma sequéncia dentro dos valores de qualidade estabelecidos pelo programa;
e aamostra 11 — Subgénero Viannia.

Curiosamente, os resultados do sequenciamento revelaram similaridades de alguns
clones com espécies representantes do subgénero Leishmania, tendo em vista o
resultado negativo da hibridizacdo dos produtos amplificados (regido conservada dos
minicirculos de KDNA) das 12 amostras de flebotomineos positivas para Leishmania
spp., empregando sonda especifica de Leishmania (L.) chagasi (dados ndo mostrados).
Por outro lado, em ensaios prévios para otimizacao das condi¢cdes de hibridizacdo com a
sonda desenhada para o subgénero Viannia, incluimos duas amostras de DNA extraido
de Leishmania (L.) amazonensis (como controles negativo), as quais revelaram sinais
fracos na hibridizacdo (resultado ndo mostrado). Desta forma, acreditamos que um dos
clones sequenciados correspondente a Ev. saulensis, assim como outros dois clones de
Trichophoromyia sp., os quais foram similares as sequéncias de L. (L.) chagasi, L. (L.)
donovani e L. (L.) amazonensis, respectivamente, possam ser referenciados a esta Ultima

espeécie.

Em relacdo as amostras que se aproximaram de sequéncias referéncias do género
Sauroleishmania (amostra 8 — clone 1 e amostra 9 — clones 3 e 6), identificadas como
Trichophoromyia sp., estas ndo foram incluidas no mesmo ramo em que se encontram
as sequéncias de L. tarentolae, sugerindo assim que estas amostras possam ser de outros
tripanossomatideos semelhantes ao género Sauroleishmania e que ainda ndo foram
isolados e/ou caracterizados. Vale ressaltar que apesar da Organizacdo Mundial de
Saude considerar, Sauroleishmania como género, ainda ha discussfes sobre o assunto,
estudos com base em dados isoenzimaticos e de sequéncias de genes de ITS rDNA,
polimerase o, Subunidade maior do RNA polimerase Il, 7SL RNA, Citocromossomo B
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e Hsp 70 (THOMAZ-SOCCOL et al., 1993;. CROAN et al., 1997; ORLANDO et al.,
2002;. LUYO-ACERO et al., 2004;. ZELAZNY et al., 2005, SCHONIAN et al., 2010;
FRAGA et al.,, 2010), apoiam a classificacdo das leishmanias de lagarto como
subgénero L.(Sauroleishmania) proposto por SAF'JANOVA (1982).

Assim, os resultados gerados pela arvore poderiam ser interpretados de duas

maneiras:

1- Padrdo téo heterogéneo e complexo obtido com o marcador empregado (regido
conservada dos minicirculos do KDNA, de 120 pb aproximadamente) que poderia estar
relacionado, de fato, as caracteristicas da area de estudo no que se refere a elevada
variabilidade de espécies de Leishmania circulantes no municipio de Rio Branco.
TOJAL et al. (2003) e (2006), identificaram e caracterizaram espécies distintas de
Leishmania isoladas de lesGes cutaneas de pacientes, a saber, L. (V.) braziliensis, L. (V.)

guyanensis, L. (V.) lainsoni e um hibrido de L. (V.) naiffi e L. (V.) lainsoni.

2- LimitagBes técnicas, tais como a reduzida concentracdo do inserto de DNA a
ser sequenciado (lembrando que trabalhamos com avaliagdo de infeccdo natural de um
unico inseto flebotomineo), além do seu pequeno tamanho (120 pb), poderiam ter
induzido erros nas sequéncias geradas. Com isso vemos a necessidade da busca de
novos marcadores no genoma de Leishmania, que apresentem um maior grau de
polimorfismo e um maior poder de resolucdo para a diferenciacdo entre espécies do
parasito. Uma possibilidade seria o emprego da molécula inteira de minicirculo de

Leishmania, em torno de 800 pb.
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7.0. Conclusdes

A fauna flebotominica do municipio de Rio Branco, Estado do Acre, apresentou-se
bem diversificada, onde foram encontradas 20 espécies de 11 géneros diferentes;

Os géneros mais abundantes foram Trichophoromyia spp. e Nyssomyia spp;

A taxa de infeccdo natural por Leishmania spp foi de 6,9% nas areas investigadas,
correspondendo a 12 espécimes positivas de 173 fémeas de flebotomineos
submetidas ao diagnostico molecular;

A PCR direcionada a regido conservada dos minicirculos de kKDNA de Leishmania
spp., apesar de apresentar 6tima sensibilidade diagndstica, ndo possibilitou por si so,
a deteccdo, em gel de agarose, da infeccdo em 10 fleb6tomos analizados
individualmente; o que foi confirmado apos hibridizacdo dos produtos amplificados
com sonda para L. (Viannia), totalizando assim 12 amostras positivas;

Foram encontradas naturalmente infectadas as espécies/géneros de flebotomineos:
Ev. Saulensis, Pressatia sp. e Trichophoromyia spp., necessitando de mais estudos
para saber se estas espécies podem estar atuando como vetores na regido;

Os ensaios de PCR-RFLP revelaram perfis de restricdo complexos em relagcdo as
cepas referéncias, ndo auxiliando assim na identificacdo das espécies de Leishmania
encontradas em duas amostras de fleb6tomos positivas que puderam ser analizadas
por essa metodologia;

Os resultados de sequenciamento inferidos da arvore filogenética demonstraram
similaridades entre os clones derivados das amostras de flebtomos positivas e
sequéncias referéncia de L. (V.) braziliensis, L. (V.) lainsoni, subgénero Viannia, L.
(L.) amazonensis, L. (L.) chagasi, L. (L.) donovani e género Sauroleishmania;
Maiores esforcos devem ser concentrados na busca de outros marcadores do genoma
de Leishmania spp. que fornecam resultados mais acurados para a identificagdo das
espécies do parasito que possam estar infectando a fauna flebotominica do

municipio de Rio Branco, Estado do Acre.
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