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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose de grande relevancia, sendo uma
das mais importantes doencas tropicais negligenciadas nas Américas. A LTA € causada por
protozoarios do género Leishmania, que sdo transmitidos por flebotomineos (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae). No Brasil, a doenca ocorre em todas as regifes geograficas,
porém sua incidéncia é maior nas regides norte e nordeste do pais. Em Pernambuco, surtos de
LTA foram registrados no Campo de Instrugdo Militar Marechal Newton Cavalcanti
(CIMNC), um campo de treinamento militar localizado em remanescente de mata atlantica.
Estudos sugerem que uma grande diversidade de espécies de flebotomineos que poderiam
atuar como vetores de Leishmania braziliensis, principal agente etiol6gico da LTA no Brasil.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo detectar a presenca de Leishmania spp.
em fémeas de Lutzomyia spp. coletadas no CIMNC entre os anos de 2012 a 2014. Para esse
fim, foram testadas fémeas de flebotomineos (individualmente ou em pools de até 10 fémeas)
pertencentes a cinco diferentes espécies coletadas em diferentes datas e pontos de coleta.
Posteriormente, foram realizadas a extracdo de DNA e a PCR em tempo real para detec¢édo de
DNA de Leishmania spp. Os produtos positivos da PCR em tempo real foram digeridos com a
enzima de restricdo Haelll e os padrdes de bandas analisados por eletroforese. No total, 42
pools (2-10 fémeas) e 23 fémeas individuais foram positivas para a presenca de DNA de
Leishmania spp. Na analise por enzima de restri¢do, 13 amostras (pertencentes as espécies Lu.
longispina, Lu. complexa/wellcomei e Lu. sordellii) apresentaram um padrdo de bandas
sugestivo de L. braziliensis. Os resultados do presente estudo reforcam a hip6tese de que Lu.
choti possa estar atuando como vetor de L. braziliensis, além de relatar, pela primeira vez, a
presenca de DNA de Leishmania spp. em fémeas de Lu. longispina e Lu. sordellii. Esses
resultados indicam que diferentes espécies de flebotomineos podem estar atuando como
vetores de L. braziliensis em remanescentes de mata atlantica em Pernambuco.

Palavras chave: Lutzomyia spp.. Leishmania. leishmaniose tegumentar americana
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of Atlantic forest in the State of Pernambuco, Brazil. 2018. Dissertation (Academic
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ABSTRACT

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is a zoonosis of great relevance, being one of the
most important neglected tropical diseases in the Americas. The ATL is caused by protozoa
of the genus Leishmania, which are transmitted by sand flies (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae). In Brazil, the disease occurs in all geographic regions, but its incidence is
higher in the north and northeast of the country. In Pernambuco, ATL outbreaks were
recorded at the Marechal Newton Cavalcanti Military Training Camp (CIMNC), a military
training camp located in Atlantic forest remnants. Studies suggest that a great diversity of
sandfly species could act as vectors of Leishmania braziliensis, the main etiological agent of
ATL in Brazil. Therefore, the present work aimed to detect the presence of Leishmania spp.
in females of Lutzomyia spp. collected at the CIMNC between the years of 2012 to 2014. For
this purpose, females of sand flies (individually or in pools of up to 10 females) belonging to
five different species collected at different dates and points of collection were tested.
Subsequently, DNA extraction and real-time PCR were performed to detect Leishmania spp.
The real-time PCR positive products were digested with the restriction enzyme Haelll and the
band standards analyzed by electrophoresis. In total, 42 pools (2-10 females) and 23
individual females were positive for the presence of Leishmania DNA. In restriction enzyme
analysis, 13 samples (belonging to the species Lu. longispina, Lu. complexa/wellcomei and
Lu. sordellii) presented a band pattern suggestive of L. braziliensis. The results of the present
study reinforce the hypothesis that Lu. choti may be acting as a vector of L. braziliensis,
besides reporting for the first time the presence of Leishmania DNA in Lu. longispina and Lu.
sordellii females. These results indicate that different species of sand flies may be acting as
vectors of L. braziliensis in remnants of Atlantic forest in Pernambuco.

Keywords: Lutzomyia spp.. Leishmania. American tegumentary leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por vetores (Vector Borne Diseases - VBDs), a exemplo das
arboviroses, como as leishmanioses e malaria, estdo entre os motivos de grande preocupacéo
em varios paises, por causar um grande impacto na satde publica, sobretudo em paises em
desenvolvimento. Além disso, alteragBes ambientais, sendo as variagdes do clima a principal
delas, ttm favorecido a expansdo da distribuicdo geografica, e desenvolvimento dessas
doencas em diferentes regides do mundo. Essas alteragdes também causam mudangas na
dindmica de vetores e dos agentes patogénicos que eles transmitem (CAMPBELL-
LENDRUM et al., 2015; GITHEKO et al., 2000).

As leishmanioses sdo apontadas como importantes doencas tropicais negligenciadas
globalmente (ALVAR et al., 2012). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
as leishmanioses sdo endémicas em 98 paises, com 12 a 15 milhGes de pessoas atualmente
infectadas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Ainda de acordo com a OMS,
estima-se que 350 milhdes de pessoas sdo consideradas em risco de contrair a doenca e 1,5 a
2 milhdes de novos casos sdo estimados ocorrem anualmente (BRASIL, 2017;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Existem duas principais formas clinicas
da leishmaniose: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT) (GONTHO;
CARVALHO, 2003), comumente denominada no Brasil leishmaniose tegumentar americana
(LTA).

Pertencentes a um grupo de doencas parasitarias, as leishmanioses sdo causadas por
protozodrios que estdo inseridos no género Leishmania (SAPORITO, 2013;
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017), o qual se inclui taxonomicamente na
ordem Kinetoplastida e na familia Trypanosomatidae. Devido as diferencas observadas em
relacdo aos sitios anatdmicos do desenvolvimento dos parasitos no tubo digestivo dos insetos
vetores, 0 género Leishmania € classificado em dois subgéneros: Leishmania e Viannia
(LAINSON; SHAW, 1987) e, em cada um deles estéo incluidas varias espécies. Os parasitos,
por sua vez, sdo transmitidos por vetores conhecidos como flebotomineos. Esses insetos
pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (LAINSON;
SHAW, 1998).
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No Brasil, os flebotomineos sdo conhecidos por diferentes nomes populares, de
acordo com sua ocorréncia geografica. Assim como a maioria dos dipteros, sdo insetos
holometabolos e em todo o mundo sdo conhecidas, aproximadamente, 1000 espécies, das
quais 530 ocorrem na regido neotropical (BRAZIL; BRAZIL, 2003; SHIMABUKURO et al.,
2017). A distribuicdo geografica das espécies de flebotomineos é influenciada por fatores
ambientais e também pela presenca de hospedeiros vertebrados, sendo mais comuns em
regides tropicais e subtropicais do globo terrestre (BARCELLOS et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2010).

Em 2015, dez paises registraram o maior nimero de notificaces de casos de LT
(Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Ird, Iraque, Peru, Republica Arabe Siria, Tunisia e
Iémen), juntos representam 87% da incidéncia global (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2017). Embora seja considerada endémica em todas as regibes geograficas
brasileiras, é possivel observar uma alta incidéncia da LTA, principalmente nas regides norte
e nordeste. S6 em Pernambuco, foi registrado um total de 4.855 casos de LTA entre 0s anos
de 2001 a 2010, o que equivale a uma média de 485 casos por ano (BRITO et al., 2012).

Areas com resquicios de mata atlantica ou que possuam predominancia de mata
secundaria e/ou diversos tipos de plantacGes, estdo propicias a colonizacao dos flebotomineos
(MARZOCHI, 1992). Por isso, existe um risco permanente de adquirir a LTA nessas areas,
sendo uma doenga bastante frequente entre trabalhadores rurais, populages indigenas e
militares, como € o caso dos militares que realizam treinamentos noturnos no Campo de
Instrucdo Militar Marechal Newton Cavalcanti (CIMNC), com sede no municipio de
Paudalho, regido da Zona da Mata Norte do estado de Pernambuco.

Os surtos de LTA tém sido relativamente frequentes no CIMNC. Entre os anos de
1996 a 2005 no CIMNC foram registrados 123 casos autoctones (ANDRADE et al., 2005a).
Em 2006, um estudo descritivo realizado por Andrade et al. (2009), relatou a ocorréncia de
um novo surto no CIMNC, em que, 2.295 militares participaram de treinamentos no local nos
meses de julho e agosto, destes, 74 apresentaram lesdes suspeitas de LTA, sendo 71 (95,9%)
casos da doenca confirmados pelo critério clinico, epidemiolégico e laboratorial.

Esta regido situa-se em uma area preservada de mata atlantica, onde ¢ mantido o
ciclo enzodtico da Leishmania braziliensis (ANDRADE, 2004; ANDRADE et al., 20053,
2005b; BRANDAO-FILHO et al., 1998), principal agente etioldgico da LTA na regido.
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Suspeita-se que L. braziliensis possa estar sendo transmitida por diferentes espécies de
flebotomineos, atuando assim, em diferentes ciclos de transmissdo, nos ambientes domésticos
e silvestres. Estudos mostraram uma grande diversidade de espécies de flebotomineos
presentes no CIMNC, reforcando a hipdtese de que varias dessas espécies poderiam estar
atuando como vetores de L. braziliensis na regiéo.

Para um maior entendimento das caracteristicas da transmissdo de LTA na localidade
e dos possiveis ciclos de transmissdo, reforca-se a necessidade de mais estudos relacionados
aos flebotomineos vetores, para o desenvolvimento de estratégias e ferramentas mais efetivas

de prevencéo e controle.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Flebotomineos

No Brasil, a depender da regido geogréfica, os flebotomineos possuem varios nomes
vulgares, como por exemplo, “asa-branca”, “tatuquira”, “asa-dura, “arrepiado” e “pula-pula”
(MIRANDA; DIAS, 2011; MARTINS et al., 1978). Apesar de serem distintos da familia
Culicidae por apresentarem diferencas morfoldgicas e bioldgicas, os flebotomineos séo
chamados, ainda que erroneamente, de “mosquito-palha”. Na literatura internacional, sdo
geralmente referidos como “phlebotomine sand flies” (“sand” = areia e “flies” = moscas)

(MIRANDA,; DIAS, 2011).

2.1.1 Histérico

Na Italia, no ano de 1786, Giovanni Antonio Scopoli descreveu pela primeira vez um
flebotomineo. Scopoli descreveu a espécie como Bibio papatasi, que foi alterada anos depois
para Phlebotomus papatasi (DEDET; VIGNES; RANGEL, 2003). No novo mundo
(Ameéricas), os primeiros flebotomineos foram descritos por Coquillett por volta de 1907, mas
S0 no ano de 1912, Lutz e Neiva realizaram a primeira descricdo de flebotomineos no Brasil.
No novo mundo, as espécies pertencentes ao género Lutzomyia sdo predominantes e
apresentam caracteristicas biologicamente diferentes do género Phlebotomus (predominante
no velho mundo) (ALEXANDER, 2000; DESJEUX, 2004). Os flebotomineos possuem uma
ampla distribuicdo geografica, alcancando as cinco regides do pais e ainda ndo ha estratégias
eficientes de controle vetorial (QUARESMA, 2011; QUEIROZ et al., 2012).

A relacdo entre a transmissdo de Leishmania spp. e a picada dos flebotomineos sé foi
estabelecida no ano de 1921, no Velho Mundo (ARAGAO, 1922; SERGENT et al., 1921).
Um ano depois (1922) ap0ds essa comprovacao, Henrique de Beaurepaire Aragdo atribuiu a
transmissdo da espécie L. braziliensis a Phlebotomus intermedius (atualmente Lutzomyia
intermedia) em uma area endémica na cidade do Rio de Janeiro (ALTAMIRANO-ENCISO et
al., 2003) Ele conseguiu reproduzir a lesdo experimentalmente em um focinho de céo a partir
da inoculagéo desses insetos macerados (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; RANGEL;
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LAINSON, 2003). No estado de Sao Paulo, em um estudo no ano de 1940, foram encontradas
infeccOes naturais de promastigotas em Lutzomyia migonei, Lu. whitmani e Lu. pessoai
(PESSOA; PESTANA, 1940).

As incertezas referentes a distribuicdo geografica exata dos agentes etioldgicos
causadores das leishmanioses dificultam a identificacdo de todos os seus vetores. Atualmente,
no Brasil, a espécie L. braziliensis encontra-se amplamente distribuida em todos os estados,
ficando evidente que varias espécies de flebotomineos estdo envolvidos em sua transmissao.
Vérias espécies sdo consideradas envolvidas na transmissdo de LTA em todo territorio
brasileiro, incluindo Lu. intermedia, Lu. whitmani, Lu. complexa/wellcomei, Lu. migonei
(MAROLI et al., 2013).

2.1.2 Taxonomia

Os flebotomineos sdo dipteros pertencentes a subordem Nematocera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (FORATTINI, 1973). Tradicionalmente, a subfamilia
Phlebotominae tem sido dividida em trés géneros no Velho Mundo (Phlebotomus,
Sergentomyia e Chinius) e trés géneros no Novo Mundo (Lutzomyia, Brumptomyia e
Warileya) (YOUNG; DUNCAN, 1994). Essa classificagdo tradicional de flebotomineos no
Novo Mundo, a mais utilizada pela maioria dos taxonomistas, foi proposta por Young e
Duncan (1994). Mais recentemente, uma classificacdo proposta por Galati (1995, 2003, 2014)
dividiu os flebotomineos em tribos, subtribos e varios géneros. Essa classificacdo também
vem sendo utilizada, mas existem controvérsias em relacdo a sua validade formal.
Atualmente, sdo conhecidas aproximadamente 530 espécies de flebotomineos no Novo
Mundo (SHIMABUKURO et al., 2017).

2.1.3 Biologia e ecologia

Os flebotomineos sdo dipteros relativamente pequenos (medem geralmente de 2 a 4
mm de comprimento) (KILLICK-KENDRICK, 1999; MIRANDA; DIAS, 2011). Como
caracteristica, esses insetos apresentam um corpo piloso e uma tonalidade “cor-de-palha”

semelhante a palha vegetal, sendo identificados pela posi¢do que adotam quando pousados (as
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asas entreabertas e ligeiramente levantadas) (BRAZIL; BRAZIL, 2003; MARTINS et al.,
1978) (Figura 1).

Figura 1 — Fémea de flebotomineo (Lutzomyia sp.) durante o repasto sanguineo.

Fonte: Naskrecki (2017).

Os flebotomineos possuem asas de forma lanceolada, que sdo densamente revestidas
de cerdas longas (REY, 2013). Além disso, possuem cabeca pequena e forma alongada
refletida para baixo. Possuem os palpos maxilares com cinco segmentos, e sdo mais longos
que a proboscide. O aparelho bucal é do tipo picador-sugador e compreende em: labro, um
par de mandibulas, hipografinge e um par de maxilas (MIRANDA,; DIAS, 2011; REY, 2013).
O macho possui a probéscide mais curta, 0 que impede a penetracdo na pele dos vertebrados.
Ja nas fémeas, a proboscide € mais longa e estd adaptada para o ato de picar e sugar
(ALEXANDER, 2000; BRAZIL; BRAZIL, 2003; MIRANDA,; DIAS, 2011).

Outros elementos morfoldgicos também possuem grande importancia e sdo
utilizados na taxonomia de flebotomineos: cabeca (nimero e comprimento de espinhos
geniculados); cibario (apresentam dentes posteriores nas fémeas e dentes vestigiais nos
machos); torax (presenca ou auséncia de espinhos no nivel posterior e nervuras das asas);
abddémen (morfologia e dimensdes do par de espermatecas); aparelho genital externo do
macho, que é formado por trés pares de apéndices: gonostilos (gonapdfises superiores),
parametros e lobos laterais (inferiores) (MIRANDA; DIAS, 2011; REY, 2013).
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Assim como a generalidade dos dipteros, os flebotomineos sdo holometabolos, ou
seja, possuem metamorfose completa com estagios de ovo, larva (quatro estadios), pupa e
adultos (Figura 2) (BRAZIL; BRAZIL, 2003; SHERLOCK, 2003; VOLF; VOLFOVA,
2011). Geralmente, cada fémea pbe entre 40 a 70 ovos por desova (REY, 2013), porém a
literatura explana que a quantidade de ovos produzidos estara relacionada com a quantidade
de sangue ingerida (READY, 1979).

Figura 2 — Metamorfose dos flebotomineos.

Fonte: Adaptado de Hernandez (2001).

Nota: O ciclo de vida de um flebotomineo compreende
as seguintes fases: ovo, larva, pupa e adulto, por isso
os flebotomineos sdo classificados como insetos
holometabolos (metamorfose completa).

Entre 3 a 8 dias apds a hematofagia, as fémeas realizam a deposicdo dos ovos em um
ambiente terrestre e tmido (MIRANDA,; DIAS, 2011). Os ovos de flebotomineos possuem
forma elipsoide ou ovoide e sua medida varia de acordo com a espécie (BRAZIL; BRAZIL,
2003; REY, 2013) (Figura 3). No momento da postura, 0s ovos possuem coloracdo branca,
mas posteriormente escurecem devido a oxidagdo que ocorre ao entrar em contato com o ar
(MIRANDA; DIAS, 2011). A postura pode acontecer de forma isolada ou em pequenos

grupos, porém permanecendo sempre aderidos ao substrato. 1sso acontece devido a uma
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substancia produzida por glandulas acessorias (BRAZIL; BRAZIL, 2003). A eclosdo das
larvas ocorre geralmente entre 7 a 17 dias. Esse numero pode variar dependendo da
quantidade de sangue ingerido pelo vetor e das condi¢des do ambiente a qual estdo expostas
(BRAZIL; BRAZIL, 2003).

Figura 3 — Ovos de flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis.
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As larvas sdo terrestres, pequenas, de tonalidade branca e possuem uma aparéncia

Fonte: Ferro (2017).

vermiforme (Figura 4). Alimentam-se da matéria organica que fica depositada no solo ou do
local onde estiverem abrigadas. Sao bastante ageis e deslocam-se com facilidade a procura de
alimento. Seu corpo é dividido em cabeca, trés seguimentos toracicos e nove seguimentos
abdominais. No ultimo segmento, existem estruturas responsaveis pela fixacdo da larva no
momento da muda (LEITE; WILLIAMS, 1997). O segmento abdominal é coberto por cerdas,
podendo variar de acordo com o estadio larval e espécie. As pupas formam-se entre um
periodo de 15 a 20 dias (BRAZIL; BRAZIL, 2003; MIRANDA; DIAS, 2011).



23

Figura 4 — Larvas do quarto estadio larval (quarto instar) da espécie
Lutzomyia longipalpis.

Fonte: Ferro (2017)

As pupas formam-se entre um periodo de 15 a 20 dias (BRAZIL; BRAZIL, 2003;
MIRANDA; DIAS, 2011) e permanecem aderidas ao substrato até a emergéncia dos adultos
(BRAZIL; BRAZIL, 2003; REY, 2013; SHERLOCK, 2003). Em seu ambiente natural, as
pupas se aderem a substratos como folhas mortas ou até pedras (YOUNG; DUNCAN, 1994).
As pupas possuem cefalotorax e abdémen, fixam-se imdveis ao substrato, esbranquigadas,
ficando escuras a medida que se aproxima a chegada do adulto (MARCONDES, 2011)
(Figura 5). As pupas de Lutzomyia longipalpis tém aproximadamente 2,5 mm de
comprimento (LEITE; WILLIAMS, 1996).

Figura 5 — Pupas recém-formadas da espécie Lutzomyia longipalpis.
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Fonte: Ferro (2017)
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Ao tornarem-se adultos (entre uma ou duas semanas apds o0 estagio de pupa), 0s
flebotomineos apresentam caracteristicas distintas entre 0os sexos e ambos necessitam de
carboidratos, geralmente obtido de néctares de flores e plantas encontradas na natureza
provenientes de seiva vegetal e secrecdes acucaradas de afideos (Hemiptera: Aphididae). Tais
carboidratos sdo utilizados como fonte de energia e amadurecimento dos ovarios da maioria
das espécies (REY, 2013; SHERLOCK, 2003). Além da alimentacdo com agucares, o habito
hematofagico é exclusivo da fémea que se alimenta de sangue de uma grande variedade de
animais, incluindo mamiferos, aves e répteis (BAUM et al., 2015; BRITO et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2008). O sangue tem um papel fundamental para a maturacdo dos ovos
(FORATTINI, 1973). A depender da espécie, o repasto sanguineo pode acontecer apenas uma
vez entre as posturas, enquanto outras, em um unico ciclo, pode alimenta-se mais de uma vez
(SHERLOCK, 2003).

A fecundacdo das fémeas pode ocorrer antes ou depois do repasto sanguineo,
copulando no ato do voo ou quando pousado. A atividade de hematofagia é crepuscular e/ou
noturna, porém, algumas espécies de flebotomineos podem desempenhéa-la durante o periodo
vespertino e matutino em ambientes tranquilos, sombrios, imidos, com pouca luminosidade
como as areas florestais. Em geral, o repasto sanguineo dura entre 3 a 5 minutos (DIAS;
MIRANDA, 2011). Ainda sobre a hematofagia, é valido ressaltar que algumas espécies se
alimentam de forma exclusiva determinados tipos de hospedeiros (p. ex. roedores), enquanto
outras podem realizar o repasto em inumeros tipos vertebrados (p. ex. aves e mamiferos)
(SHERLOCK, 2003).

A distribuicdo geogréfica das espécies de flebotomineos é influenciada pelas
barreiras  fisicas, pela prépria vegetacdo, luminosidade e, principalmente, pela
presenca/auséncia dos hospedeiros vertebrados (ARIAS et al., 1985). Além disso, mudancas
ambientais que ocorrem por intervencdo humana ou fendmenos naturais podem alterar os
habitats naturais e afetar as populagdes desses insetos, bem como a interacdo deles como seus
hospedeiros (PESSOA et al., 2007). O desmatamento, por exemplo, além de provocar a
fragmentacdo da floresta, altera o nimero de hospedeiros que sdo utilizados como fonte de
alimentacdo para os flebotomineos. Consequentemente, essas modifica¢cdes ambientais podem
favorecer o contato entre flebotomineos e outros hospedeiros como, por exemplo, 0 homem

(PATZ et al., 2000), aumentando o risco de transmisséo de patdgenos, como as leishmanias.
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Os fatores socioecondmicos também podem interferir na distribuicdo dos
flebotomineos vetores e, por consequéncia, na transmissao de leishmanias, de varias formas.
Por exemplo, as habitacdes precarias e condi¢cdes sanitarias deficientes podem favorecer a
proliferacdo de flebotomineos no ambiente doméstico e a exposicdo dos seres humanos a
esses insetos. Da mesma forma, as mudancas no padrdo demogréfico das cidades, que
ocorrem de forma desordenada, também podem contribuir para a aproximagdo entre
flebotomineos e seres humanos (AZEVEDO et al., 2011; ELNAIEM et al., 2003; MADEIRA
et al., 2003; QUEIROZ et al., 2012).

De fato, muitas espécies de flebotomineos se encontram, adaptadas aos mais
diversos ambientes (silvestre, rural e urbano) e condi¢des climéaticas. Deste modo, muitas
populacdes que vivem em regides tropicais e subtropicais estdo sob o risco de infeccdo por
patdgenos transmitidos por flebotomineos (ALVAR et al., 2012; MAROLLI et al., 2013)

2.2 As leishmanias

Os flebotomineos possuem grande importancia médica e veterindria, principalmente
pelo papel deles como vetores de Leishmania spp., protozoérios intracelulares que pertencem
a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Esses protozoarios sd@o organismos
unicelulares, heteroxénicos e possuem uma organela especializada denominada cinetoplasto
(PETERS; KILLICK-KENDRICK, 1987). A dispersao das espécies de Leishmania em varios
ambientes se deve, em parte, a adaptacdo dessas aos diferentes tipos de hospedeiros. No que
diz respeito a relacdo parasito-hospedeiro, sabe-se que 0 mesmo parasito pode se comportar
de maneira diferente em regides distintas (LAURENT et al., 2007). Por exemplo, a espécie
Leishmania infantum, principal agente causador da LV, ja foi identificada causando LT no
homem (CAMPINO et al., 2005; LYRA et al., 2015). Da mesma forma, L. braziliensis ja foi
identificada em casos de LV em humanos (SILVA et al., 2002). Similarmente, em
determinadas regides, 0 mesmo hospedeiro (vertebrado e/ou invertebrado) pode ser infectado
por diferentes espécies de Leishmania (AZPURUA et al., 2010; SARAVIA et al., 1998).

O ciclo de vida das leishméanias é complexo e envolve varios estagios de
desenvolvimento (KILLICK-KENDRICK, 1979; SACKS; PERKINS, 1984). Essas mudancas

durante o desenvolvimento véo ocorrer de acordo com as condi¢des ambientais encontradas
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pelo parasita dentro dos hospedeiros, vertebrado e invertebrado (WALTERS et al., 1987). A
leishmania tem duas fases durante o seu ciclo de vida: uma extracelular (no hospedeiro
invertebrado) e uma intracelular (dentro do hospedeiro vertebrado). Morfologicamente, elas
apresentam duas formas principais: amastigotas (intracelulares, ovoides, imoveis, sem flagelo
evidente, sendo encontradas no sistema fagocitico mononuclear — SFM — dos hospedeiros
vertebrados) e promastigotas (células alongadas, flageladas, moveis, encontradas
extracelularmente no trato digestivo do vetor) (DESJEUX, 2004; GONTIJO; CARVALHO,
2003; REY, 2013).

As formas amastigotas (que se multiplicam obrigatoriamente dentro das células)
quando visualizadas na microscopia possuem formato ovoides ou arredondado, medindo entre
2 a 6 um de didmetro, contendo um nucleo grande e circular, ocupando as vezes um terco do
corpo do parasito, préximo ao cinetoplasto em forma de um pequeno bastonete. O
cinetoplasto (caracteristico da classe Kinetoplastida) se estende ao longo do corpo celular e
em determinada porgdo se mostra como uma estrutura mitocondrial, rica em DNA. Sua
localizacdo é perpendicular a base do flagelo, e as relativas posicdes destas duas estruturas € o
principal modo de classificacdo dos diferentes estagios de ciclo de vida da leishmania
(CAVALCANTI et al., 2008; SOUZA et al., 1997; VANNIER-SANTOS et al., 2002).

As formas promastigotas sdo alongadas, contendo um flagelo, livre e longo,
emergindo do corpo do parasito em sua porcdo anterior. Apresentam ainda um ndcleo central
e um cinetoplasto em forma de bastdo que esta localizado na posicdo mediana entre a
extremidade anterior e o nucleo (LAINSON; SHAW, 1972; NEVES, 2011). Na microscopia
eletronica, as organelas citoplasmaticas, estrutura das membranas e o cinetoplasto das
diferentes formas das leishménias sdo semelhantes, portanto, as formas flageladas se
diferenciam da forma amastigota pela posicdo do nucleo, cinetoplasto e também pelo
prolongamento do flagelo que se expde além da bolsa flagelar (NEVES, 2011).

De uma maneira geral, no hospedeiro vertebrado, o ciclo inicia-se quando o
flebotomineo inocula, durante o repasto sanguineo, as formas promastigotas metaciclicas. A
saliva dos flebotomineos possui um importante repertério de substancias (tais como,
vasodilatadores, imunossupressores, anti-agregadores de plaquetas, entre outras), que
exercem papel importante no estabelecimento das leishmanias no hospedeiro vertebrado
(KAMHAWI, 2000; SOARES; TURCO, 2003). As formas promastigotas sdo entdo
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internalizadas pelas células do SFM (pelo processo chamado de endocitose, que é mediado
por receptores na superficie dos macrdéfagos). Apo6s a incorporagdo, 0 parasito € detectado
inicialmente dentro do vacuolo fagocitario.

Em seguida, o parasito evolui para formas amastigotas. Essa nova forma esta
adaptada ao meio e por isso tem a capacidade de resistir a acdo digestiva dos lisossomos.
Posteriormente, a célula hospedeira sofre apoptose e morte celular, resultantes da intensa
multiplicacdo dos parasitos, e como consequéncia, as formas amastigotas sdo liberadas,
podendo ser interiorizadas por outras células fagociticas (NADERER; MCCONVILLE,
2008). No caso da LV, o baco, o figado e a medula 6ssea sdo os principais 6rgaos agredidos
pela L. infantum (CONCEICAO-SILVA; ALVEZ, 2014).

Quando ocorre a transicdo do hospedeiro vertebrado para vetor, 0s parasitos
enfrentam mudancas bem distintas (BATES; ROGERS, 2004; KAMHAWI, 2006; KILLICK-
KENDRICK, 1990) e, para que eles possam sobreviver as variacdes de pH, temperatura e
disponibilidade de nutrientes, eles se diferenciem em formas promastigotas (BESTEIRO et
al., 2007; MCCONVILLE; HANDMAN, 2007; SACKS; KAMHAWI, 2001). No vetor, o
ciclo tem inicio quando a fémea de flebotomineo se alimenta de sangue de um hospedeiro
infectado, ingerindo, assim, macréfagos parasitados, que por sua vez, no intestino do vetor,
rompem-se e liberam as formas amastigotas (LAINSON; SHAW, 1987).

Chegando ao intestino medio do flebotomineo, as amastigotas sdo envoltas,
juntamente com o alimento, pela matriz peritrofica (MP). No interior dessa matriz, as formas
amastigotas se diferenciam em promastigotas, pouco moveis que se multiplicam
intensamente. Apds esse processo, ao final da ingestdo do sangue, a MP se rompe, liberando
os parasitos (LAINSON; SHAW, 1987).

Dependendo da espécie do parasito, as promastigotas habitardo em diferentes regides
do tubo digestivo do vetor (LAINSON; SHAW, 1987). Nesses locais, ainda em processo de
multiplicacdo, os parasitos permanecerao aderidos (através do flagelo) ao epitélio do intestino
do vetor. Posteriormente, continuaram o processo chamado de metaciclogénese, que dara
origem as formas promastigotas metaciclicas (formas infectantes) (DESCOTEAUX; TURCO,
1999; SACKS; PERKINS, 1984). Durante esse processo, as promastigotas sofrem uma série
de mudancas na expressao génica, na morfologia e no lipofosfoglicano (LPG) presente na sua
superficie (SARAIVA et al., 1995). Os parasitos migram para o intestino anterior do inseto
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vetor, podendo entdo, durante um novo repasto sanguineo, regurgitar as formas infectantes
em novo hospedeiro (Figura 6). Desta maneira, 0s vetores desempenham um papel importante
no ciclo de vida das leishmanias, tanto durante o desenvolvimento (uma vez que necessitam
do vetor para completar o seu desenvolvimento), quanto na sua transmissdo a um hospedeiro

vertebrado susceptivel.

Figura 6 — Ciclo biol6gico da Leishmania spp.

@ Hospedeiro vertebrado
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@ Vetor

Fonte: Adaptado de Cantacessi et al. (2015).

Nota: Durante o repasto sanguineo o hospedeiro vertebrado é infectado através da picada do inseto
com a forma promastigota metaciclica (1). Os parasitos invadem macrofagos e granulécitos (2, 3),
e evoluem para formas amastigotas intracelulares (4). As amastigotas se replicam dentro do
fagolisossomo (5). A célula hospedeira sofre apoptose e morte celular, resultantes da reprodugéo
por divisdo binaria, liberando as amastigotas que sdo internalizadas por outros macréfagos (6). Os
macrofagos contendo as amastigotas sdo ingeridos pelo flebotomineo durante o repasto sanguineo.
Os parasitos séo liberados dos macréfagos infectados dentro do intestino médio do vetor onde (7),
se transformam em promastigotas, passando por varias fases de multiplicacdo e diferenciacéo (8).
Os parasitos migram para o estomodeu (intestino médio anterior) e se transformam em
promastigotas metaciclicas (forma infectante). As formas infectantes sdo transmitidas a um novo
hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo (9).
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2.3 As leishmanioses

2.3.1 Etiologia

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por mais de 20 espécies de
Leishmania. Esses agentes possuem uma ampla distribuicdo geografica e estdo associados a
diferentes espécies de vetores e hospedeiros. Cada espécie possui suas proprias caracteristicas
em termos genéticos, de vetores e de hospedeiros associados, bem como na manifestacdo
clinica da doenga que elas causam. As leishmanioses ocorrem em 98 paises de quatro
continentes (América, Europa, Asia e Africa) e sdo estimados em aproximadamente 1,6
milhdes de casos novos por ano (ALVAR et al., 2012; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2017). Em 2014, mais de 90% dos novos casos notificados 8 OMS ocorreram em
seis paises: Brasil, Etiopia, india, Somélia, Suddo do Sul e Sudio (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Inicialmente, diferentes espécies de Leishmania foram identificadas com base em
critérios clinicos (formas visceral, cutdnea e mucocutanea), bioecoldgicos (espécies de
vetores e hospedeiros) e epidemioldgicos (p. ex., distribuicdo geografica). Porém, analises
imunologicas, bioquimicas, moleculares e andlises filogenéticas tém sugerido a existéncia de
uma grande diversidade de espécies no género Leishmania.

Dois subgéneros (Viannia e Leishmania), por exemplo, foram definidos com base
nas diferencas observadas em relacdo ao sitio anatdmico de desenvolvimento dos parasitos no
tubo digestivo dos flebotomineos (LAINSON; SHAW, 1987). O subgénero Leishmania
ocorre em grande parte da América Latina, sendo que a espécie L. infantum ocorre desde o
norte da Argentina até o sul do Canadéa (apenas relatos em caes, ndo em humanos). Da mesma
forma, o subgénero Viannia apresenta ampla distribuicdo, estando a espécie L. braziliensis
presente da Argentina ao México.

A expressao clinica das leishmanioses varia de acordo com uma série de fatores,
entre eles, a espécie do agente etioldgico, e da resposta imunoldgica (inata e adaptativa) do
hospedeiro frente a infeccio estabelecida (CONCEICAO-SILVA; ALVEZ, 2014).
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2.3.2 Leishmaniose visceral (LV)

A LV foi registrada pela primeira vez na América do Sul no ano de 1913 e sua
identificacdo no Brasil s6 ocorreu no ano de 1934. Tem ampla distribuicdo mundial, ocorre
em paises da Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e Américas (BRASIL, 2006). Estima-se
que 200-400 mil casos de LV sejam notificados anualmente (ALVAR et al., 2012), porém
esses nimeros podem ser subestimados, uma vez que as leishmanioses ndo séo notificadas em
todos os paises onde elas ocorrem.

O espectro clinico da LV pode variar desde formas assintomaticas até quadros
graves, potencialmente fatais. Baco, medula dssea e figado sdo os principais 6rgaos
acometidos e os principais sinais/sintomas clinicos sdo febre, hepatoesplenomegalia (Figura
7), anemia, linfadenopatia e pancitopenia (BADARO; DUARTE, 2015). Na maioria dos
casos sdo fatais se o individuo ndo receber tratamento adequado, em tempo hébil (BRASIL,
2006; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Figura 7 - Caso de leishmaniose visceral em crianca
de quatro anos de idade apresentando distensdo
abdominal decorrente de hepatoesplenomegalia.

Fonte: Silveira et al. (2016).
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Nas Ameéricas, no periodo de 2001 a 2015 foram notificados 52.176 casos de
leishmaniose visceral em humanos. Ainda referente as Américas, os casos de LV estdo
presentes em 12 paises (REPORT LEISHMANIASIS, 2014).

No Brasil, no periodo entre 2004 e 2011 ha uma estabilidade no nimero de casos,
com média anual de 3.835 notificagdes (Figura 8). Em 2012 os casos reduziram para 2.892
porém, em 2013, o nimero de casos voltou a crescer, seguindo o padrdo das Americas. Uma
meédia de 96,5% dos casos séo relatados no Brasil com uma incidéncia de 5,1 casos/100.000
habitantes, seguido de Paraguai (2,4%), Argentina (0,7%), Colémbia (0,3%) e México (0,1%)
(REPORT LEISHMANIASIS, 2014).

Figura 8 — Paises com maior nimero de casos de leishmaniose visceral de 2001 a 2015.
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Fonte: Organizacdo Mundial da Sadde (2017).

A LV nas Américas esta relacionada principalmente a espécie L. infantum, cuja
transmissdo ao hospedeiro vertebrado ocorre primariamente através da picada de fémeas de
flebotomineos da espécie Lu. longipalpis (LYRA et al., 2015). A LV era restrita as areas
rurais, porém houve uma expansdo significativa para as areas urbanas nas Ultimas décadas
(BRASIL, 2006). Segundo o Ministério da Saude, a forma visceral ocorre em 23 dos 27 dos
estados brasileiros (BRASIL, 2015), destacando-se principalmente a regido nordeste, onde

ocorre a maior parte dos casos notificados, como mostra a Figura 9.
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Figura 9 - Casos de leishmaniose visceral por regides brasileiras entre os anos de
2006 a 2015.
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Fonte: Ministério da Satude (BRASIL, 2015).

Em Pernambuco, a LV ndo se restringe apenas nos municipios do Sertdo e do
Agreste. Casos de LV também tém sido registrados na Zona da Mata e Regido Metropolitana
do Recife, em municipios como Itamaracd, Paulista e Goiana (DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2006). Os casos de LV estido associados ao fluxo migratorio, mas
condigdes de infraestrutura e saneamento basico, e as criangas tém sido constantemente
afetadas (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

A expansdo da doenca estd associada, principalmente, aos programas de controles,
que séo ineficientes (DANTAS-TORRES et al., 2012). De acordo com a OMS (2012), esses
programas sao dificeis de serem implementados, pois a doenga afeta as popula¢des que vivem

nas areas de dificil acesso.

2.3.3 Leishmaniose tegumentar americana (LTA)

A LTA é uma zoonose de grande relevancia, sendo registrada em todas as regifes do
Brasil, causando um grande impacto na salde publica no pais. Atualmente, ainda existem
lacunas no conhecimento da epidemiologia e ciclos de transmissdo dessa endemia,
particularmente em relagdo a identificagdo de espécies de flebotomineos envolvidos na sua
transmissdo. Atualmente, o principal agente etiolégico da LTA no Brasil é a L. braziliensis,

espécie amplamente difusa no pais e que pode ser transmitida por diferentes espécies de
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flebotomineos (Figura 10) (BRASIL, 2010; BRITO et al., 2012; GONTIJO; CARVALHO,
2003).

Figura 10- Distribuicdo das espécies de Leishmania responsaveis pela etiologia da
leishmaniose tegumentar americana no Brasil.
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Fonte: Adaptado de Ministério da Satde (Brasil, 2010).

A LTA apresenta varias formas clinicas, tais como: leishmaniose cutanea localizada
(LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose mucosa (LM) (CONCEICAO-
SILVA; ALVEZ, 2014; REY, 2013).

A LCL se caracteriza pelo desenvolvimento de uma leséo ulcerada que permanece
restrita ao local em que o parasito foi inoculado (Figura 11 A), caracterizando-se pelo
desenvolvimento de uma lesdo ulcerada que aparecem ap6s um periodo de laténcia de
aproximadamente 30 dias e permanece restrita ao local da inoculacdo. A carga parasitaria nas
lesbes e formas localizadas depende de varios fatores, como por exemplo, o sistema
imunolégico do individuo e da espécie de Leishmania envolvida (SCHOTTELIUS; COSTA,
1980).

O progresso da lesdo depende também do estado imune do individuo e em alguns
casos, pode evoluir para formas disseminadas (LCD), onde ha a presenca de vérias lesGes
distribuidas pelo revestimento cutaneo (Figura 11 B) (NERY-GUIMARAES, 1965;
SCHOTTELIUS; GONCALVES DA COSTA, 1980). A LCD é considerada rara e possui
relativamente poucos casos descritos na literatura e se encontra distribuida em alguns paises
das Américas, Africa e Asia. A evolucéo clinica dessa forma da doenca tem sido atribuida a

algumas caracteristicas, como espécie do parasito e aspectos imunologicos do hospedeiro.
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Figura 11 - Formas clinicas da leishmaniose cutanea

Fonte: Adaptado de Torres-Guerrero et al. (2017).
Nota: A. leishmaniose cutanea localizada B. leishmaniose cutanea difusa

A LM, também conhecida como “espundia” na América do Sul, é encontrada
principalmente nos paises do novo mundo. As espécies L. braziliensis e L. aethiopica (velho
mundo), sdo os agentes etioldégicos mais comuns que causam esta forma clinica (BRASIL,
2010). Caracteriza-se com a destruicdo da mucosa, como resultado de uma intensa resposta
inflamatdria na mucosa nasal, oral, faringe e/ou laringe (LESSA et al., 2007).

Em geral, as lesdes podem ser discretas, iniciando a partir de uma lesdo cutanea
idéntica a da LC, mas a infeccdo se estende para a mucosa adjacente e a cartilagem do trato
respiratério superior progredindo para lesdes tipicas como ulceracdo crdnica, com bordas
salientes (BARI, 2012) (Figura 12).

Figura 12- Leishmaniose mucocutanea.

Fonte: Bari (2012)



35

De um modo geral, a LTA é uma doenca dermatoldgica que merece grande atenc&o,
devido a sua grande relevancia clinica (BRASIL, 2007). Apresenta ampla distribui¢do com
registro de casos em todas as regides brasileiras, principalmente nas regides norte e nordeste
(DIAS et al., 2007; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017), conforme dados do
Ministério da Salde referentes aos casos notificados entre os anos de 2000 a 2016 (Figura
13).

Figura 13 - Casos de leishmaniose tegumentar americana por regides brasileiras entre os
anos de 2000 a 2016.
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Fonte: Ministério da Saude (Brasil, 2016).

N° de Casos

2.4 LTA no Brasil

H& muitos anos atras a LTA estava associada apenas a L. braziliensis como unico
agente existente no pais. No ano de 1961, alguns pesquisadores ja subdividia a espécie L.
braziliensis em diversas subespécies, tais como: braziliensis, guyanensis, peruviana,
mexicana e pifanoi. Essa diferenciacdo estaria relacionada com as diversas formas clinicas da
doenca nas diferentes regides. A partir dai a classificacdo das leishmanias comecgou a ser
baseada em critérios mais consistentes, como por exemplo, as caracteristicas do
comportamento do parasita em meios de cultura, animais de experimentacdo e seus vetores
(DO VALE; FURTADO, 2005).

A L. braziliensis é considerada o agente etiolégico mais importante da LTA. Além de

ter sido identificada em varios paises desde o sul da América do Norte (México) até o sul da



36

América do Sul (Argentina), apresenta ampla distribuicdo em todo o territério brasileiro
(CANTACESSI et al., 2015). Atualmente, 12 espécies de Leishmania sdo responsaveis pela
LTA nas Américas, destas, trés pertencem ao subgénero Leishmania (L. amazonensis, L.
mexicana e L. venezuelensis) e nove ao subgénero Viannia (L. braziliensis, L. guyanensis, L.
panamensis, L. peruviana, L. lainsoni, L. naiffi, L. shawi, L. colombiensis e L. lindenbergi)
(BRAZIL et al., 2015).

A evolucdo da LTA no Brasil pode ser observada devido a sua grande expanséao
geografica desde os anos 80. Em 1994 foram notificados casos autoctones em 1.861
municipios (BRASIL, 2006). Entre 1985 e 1999 foram registrados um total de 388.155 casos
da doenca no pais (BRASIL, 2003). No passado, o principal padrdo epidemioldgico era o de
zoonose que possuia uma transmissdo exclusivamente silvestre, porém as varias alteracfes no
meio ambiente modificaram todo o perfil epidemioldgico da LTA, facilitando a invasdo dos
hospedeiros e/ou reservatdrios ao ambiente peridomeéstico e a manutencdo de um ciclo de
transmissdo zoonatico nesse ambiente (BRASIL, 2006; LAINSON; SHAW, 1998).

A partir do ano de 2002 houve uma expansdo da doenca sendo registradas 2.302
notificacBes, sendo as regides norte e nordeste responsaveis pelo maior nimero dos casos
registrados (BRASIL, 2006). A partir de 2003, a LTA foi considerada como transmissao
autéctone em todos os estados brasileiros (BRASIL, 2010).

Segundo a OMS, no periodo de 2012 a 2014, registrou-se mais de 51 mil novos
casos de LT nas Américas (REPORT LEISHMANIASIS, 2014). O Brasil, no periodo de
2009 a 2013, foi o terceiro pais que obteve o maio nimero de casos novos registrados no
mundo, com uma média anual de aproximadamente 21.000 casos (WHO, 2017). Em 2014
foram notificados 20.418 casos novos (BRASIL, 2016).

No Brasil, ha varias espécies de flebotomineos implicadas na transmissdo da LTA
(BRASIL, 2010; BRITO et al., 2012; GONTIO; CARVALHO, 2003; LACERDA, 1994)
porém, a espécie Lu. whitmani é considerada o principal vetor da L. braziliensis nas regifes
de caatinga, cerrado, mata atlantica, e em varios estados, entre eles, Pernambuco (ANDRADE
et al., 2009; BASANO; CAMARGO, 2004; GONTIJO; CARVALHO, 2003; LEGRIFFON et
al., 2012; NUNES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010).
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2.5 LTA em Pernambuco

Nos ultimos 20 anos tém-se observado um grande crescimento desta endemia com
surtos em todos os estados, principalmente nas regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2010).
Em Pernambuco, por exemplo, a LTA incide em todas as regides, com predominancia dos
casos na regido da zona da mata, com o registro de mais de 60% do total de casos notificados
(BRANDAO-FILHO et al., 1999).

A manutencao de um ciclo em uma determinada regido depende de um conjunto de
fatores entre eles, presenca de agentes etiologicos, reservatorios, vetores e, principalmente, de
condigdes favoraveis para o seu desenvolvimento. Sabe-se que a espécie L. braziliensis é
predominante em areas de colonizacdo antiga associada a resquicios de florestas tropicais,
matas secundarias e/ou plantacdes, propicias a colonizacio dos flebotomineos (BRANDAO-
FILHO et al., 1999; BRASIL, 2003; BRITO et al., 1993).

Varios estudos sobre flebotomineos tém sido desenvolvidos no estado de
Pernambuco, fornecendo novos conhecimentos na ecoepidemiologia das leishmanioses no
Nordeste do Brasil, principalmente no que se refere a LTA. Um total de 37 espécies de
flebotomineos, e cerca de 14 géneros tem sido relatado no estado (DANTAS-TORRES et al.,
2010). Os dados disponiveis na literatura relatam a identificacdo de variadas espécies no
municipio de Igarassu e na Regido Metropolitana do Recife. Na Zona da Mata também ha
ocorréncia de algumas espécies em area endémica (BRANDAO-FILHO et al., 1999).

Quando comparado aos estados de Alagoas, Ceara, Paraiba, Piaui, Rio Grande do
Norte e Sergipe, a diversidade de espécies de flebotomineos em Pernambuco é consideravel
(DANTAS-TORRES et al., 2010). Em parte, isso se deve ao numero de estudos sobre a
ecoepidemiologia das leishmanioses realizados em todo o estado. Uma area bastante estudada
em Pernambuco é o Campo de Instrucdo Marechal Newton Cavalcanti (CIMNC), onde surtos
esporadicos de LTA foram registrados entre os anos de 1996 a 2007 (ANDRADE et al.,
2009; BRANDAO-FILHO, 1998; DANTAS-TORRES et al., 2017b).

O CIMNC se localiza em uma area de mata atlantica e apresenta um clima quente e
umido, o que favorece a diversidade de fauna local de flebotomineos. Por isso, além das
espéecies que ja sdo consideradas como vetoras de L. braziliensis, registra-se tambem a

presenca de outras espécies que poderiam estar atuando como potenciais vetores, como é o
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exemplo de Lu. choti. Estudos realizados em Pernambuco indicam que Lu. choti é uma
espécie abundante em resquicios de mata atlantica (ANDRADE et al., 2005b; BRANDAO-
FILHO et al., 1998; DANTAS-TORRES et al., 2017b; MIRANDA et al., 2015; SILVA;
VASCONCELQS, 2005), além de apresentar propensao a picar humanos (BALBINO et al.,
2005).

Um estudo mais recente, conduzido por Dantas-Torres et al. (2017b) no CIMNC,
asseverou a existéncia de uma ampla diversidade de espécies de flebotomineos, mais uma vez
confirmando abundéncia de Lu. choti. Houve também a primeira evidéncia da associacéo

entre L. braziliensis e Lu. choti, sugerindo assim a sua possivel participagdo como vetor.
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3 JUSTIFICATIVA

Em Pernambuco, surtos de LTA tém sido registrados no CIMNC. Em agosto de
1996, 26 casos autoctones foram notificados entre os militares envolvidos em atividades de
treinamento noturno. Em 2006, relatou-se a ocorréncia de um novo surto de LTA, envolvendo
militares que participaram de treinamento no CIMNC no periodo de julho a agosto do mesmo
ano, com 71 casos confirmados. Entre 1996 a 2007, uma breve andlise das notificacGes de
casos de LTA em militares apos treinamentos no CIMNC revelou o registro médio de 16
casos autoctones por ano. Em 2009, relatou-se a ocorréncia de um novo surto de LTA,
envolvendo 71 militares que participaram de treinamento no CIMNC no periodo de julho a
agosto do mesmo ano. A transmissdo no CIMNC apresenta caracteristicas epidemioldgicas
peculiares por se tratar de uma regido com vasta area de mata atlantica primaria remanescente
e areas fragmentadas de mata secundaria.

Pesquisas demonstraram uma ampla variedade de espécies de flebotomineos que
poderiam atuar como vetores de L. braziliensis no CIMNC. Lutzomyia choti, por exemplo, é
uma espécie que se encontra de forma mais abundante nessa area e poderia estar atuando
como um potencial vetor, considerando também a sua conhecida antropofilia (BALBINO et
al., 2005). De fato, a deteccdo de DNA de L. braziliensis em fémeas de Lu. choti foi relatada
recentemente em estudo realizado no CIMNC (DANTAS-TORRES et al., 2017).

Estudos sobre a identificacdo da(s) espécie(s) envolvida(s) na transmissdo da LTA
em fragmentos de mata atlantica no nordeste do Brasil, como é o caso do CIMNC, sdo de
fundamental importancia no intuito de reforcar o conceito de que multiplos vetores podem

estar envolvidos na transmissao de Leishmania spp. ao homem.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Poderiam diferentes espécies de Lutzomyia estar atuando como potenciais vetores de
L. braziliensis no CIMNC?
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5 HIPOTESE

No CIMNC, diferentes espécies de Lutzomyia podem estar atuando como potenciais

vetores de L. braziliensis.
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6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo geral

Investigar a presenca de Leishmania spp. em fémeas de Lutzomyia spp. capturadas

no CIMNC.

6.2 Objetivos especificos

A) Detectar DNA de Leishmania spp. em fémeas de Lutzomyia spp. coletadas no
CIMNC,;

B) Identificar as espécies de Leishmania spp. detectadas em fémeas de Lutzomyia spp.
coletadas no CIMNC.
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7 MATERIAL E METODOS
7.1 Area de estudo

O Campo de Instrucdo Militar Marechal Newton Cavalcanti (CIMNC) é uma
unidade militar, que esta inserida na zona da floresta atlantica do estado de Pernambuco
(Figura 14). No século XVI, as terras da regido comecaram a ser exploradas, sendo o corte do

pau-brasil umas das principais atividades na época.

Figura 14 — Vista aérea da sede do Campo de Instrucdo Militar Marechal Newton Cavalcanti.

Fonte: Google maps (CAMPO..., 2017)

Os engenhos de cana-de-acUcar foram estabelecidos na regido em 1660 e apenas no ano de
1944 o CIMNC foi fundado com a finalidade de servir como um centro de instru¢do militar
do exército brasileiro (BRANDAO-FILHO et al., 1998).

A sede do CIMNC se encontra no municipio de Paudalho (07°50'00"S -
35°06'00"W), aproximadamente 42 km da capital Recife (BELTRAO et al., 2005). A regi&o
abrange o0s cinco municipios (Aragoiaba, Paulista, Igarassu, Paudalho e Tracunhaém),
totalizando 7.324 hectares (ha) de area (SOBRAL-LEITE, 2011). O acampamento possui um
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pavilhdo central de comando e duas aldeias com 16 casas adjacentes. Possui ainda, uma
escola, uma capela, 14 vigias de casas e oito galpdes utilizados para tropas sob treinamento e
seis areas para treinamento militar e exercicios (BRANDAO-FILHO et al., 1998).

O clima desta regido é de tipo tropical chuvoso com verdo seco. A vegetacdo é
representada pela floresta tropical atlantica distribuida em dois tipos principais: floresta
ombrofila aberta e sem decidual sazonal (SOBRAL-LEITE, 2011) A escolha da area de

estudo se deve aos surtos de LTA que sdo relatados esporadicamente nesta regido.

7.2 Flebotomineos

Os flebotomineos utilizados para esse estudo foram espécimes coletados em um
estudo realizado anteriormente no CIMNC (DANTAS-TORRES et al., 2017b). No periodo de
julho de 2012 a julho de 2014, armadilhas luminosas do tipo CDC foram instaladas no final
da tarde (17:00 horas) e retiradas as 06:00 horas do dia seguinte. Cada armadilha foi
posicionada a 1,5 m do nivel do chdo e instaladas em 10 diferentes pontos de coleta pre-
selecionados (CS1, CS2, CS3, CS4, CS5, CS6, CS7, CS8, CS9 e CS10). As coletas foram
realizadas mensalmente, durante quatro noites consecutivas.

Os ecotopos escolhidos foram éareas proximas a buracos de animais, troncos e raizes
de grandes arvores, geralmente em ambientes sombreados e Umidos. Outros locais também
foram selecionados, porém todos eles estavam proximos dos lugares onde os soldados
costumavam acampar durante a noite durante os periodos de treinamento, com excecao para o
ponto CS10, que era referente a um estabulo de ovelhas e cabras (DANTAS-TORRES et al.,
2017D).

As fémeas de flebotomineos coletadas foram separadas por espécie, dia e local de
captura, e colocadas em frascos rotulados contendo etanol a 70% (DANTAS-TORRES et al.,
2017b), para posterior identificacdo morfoldgica (YOUNG; DUNCAN, 1994) e realizacdo
dos testes moleculares.

Inicialmente, os flebotomineos selecionados para esse estudo foram de fémeas de Lu.
choti, por ser essa a espécie mais abundante na regido de estudo e pela recente deteccdo de
DNA de L. braziliensis nessa espécie (DANTAS-TORRES et al., 2017b). As fémeas de
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flebotomineos da espécie Lu. choti selecionadas para os testes moleculares foram referentes
aos meses entre outubro de 2012 a julho de 2013.

Posteriormente, foram selecionadas também amostras aleatorias de outras espécies
do género Lutzomyia, a saber: Lu. longispina, Lu. sordellii, Lu. complexa/wellcomei e Lu.
umbratilis. Essas espécies foram escolhidas por critério de abundancia (depois de Lu. choti)
(DANTAS-TORRES et al., 2017b).

7.3 Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA, utilizaram-se 1807 fémeas de flebotomineos, distribuidas em
cinco espécies (Tabela 1). O DNA foi extraido de forma individual ou em pools de 2 a 10
fémeas, em base ao numero disponivel de exemplares capturados, de acordo com a data e

ponto de coleta.

Tabela 1 — Quantidade de fémeas e de pools utilizados para a realizacdo da extragdo de DNA gendmico das
fémeas do género Lutzomyia sp.

Espécie Total de fémeas
Lu. choti 1000 (6 individuais e 994 em pools)
Lu. complexa/wellcomeli 76 (10 individuais e 66 em pools)
Lu. longispina 498 (8 individuais e 490 em pools)
Lu. sordellii 217 (21 individuais e 196 em pools)
Lu. umbratilis 16 (2 individuais e 14 em pools)
Total 1807 (47 individuais e 1760 em pools)

Fonte: Do autor, 2018.

Os flebotomineos selecionados para o estudo foram macerados em 100 pl da resina
Chelex 5% (0,5 g de soluto em 10 ml de agua deionizada esterilizada), dentro de microtubos
esterilizados de 1,5 ml. Em seguida as amostras foram incubadas por uma hora a 56°C.
Posteriormente, incubadas novamente a 94°C durante 30 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 6 min a 16.200 g, retirado sobrenadante, transferido para microtubos
esterilizados de 1,5 ml devidamente identificados. Por fim, as amostras foram acondicionadas
a - 20°C (COOMBS et al., 1999) até o teste por PCR em tempo real.
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A cada quinze exemplares extraidos, havia um controle da extracdo contendo 100 ul de
Chelex (5%). A quantidade e o grau de pureza das amostras de DNA foram determinados

usando um espectrofotdbmetro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

7.4 PCR em tempo real

O DNA dos flebotomineos foi testado pela técnica de PCR em tempo real utilizando
os iniciadores LEISH-1 (5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e LEISH-2 (5’-
ACCCCCAGTTTCCCGCC-3) e a sonda TagMan® FAM-5’-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’-ndo fluorescente quencher-MGB, nas condic¢des descritas
por Dantas-Torres et al. (2017a). O alvo detectado pelos primes é um fragmento de 120 pares
de base do KDNA de Leishmania spp.

A quantidade de iniciadores e sonda TagMan® foram adicionadas a 900 nM e 200
nM, respectivamente. Foi utilizada uma quantidade de 7.5 pl de TagMan® Fast Advanced
Master Mix (Applied Biosystems) com a mistura da reacdo ajustada para um volume final de
15 pl. O perfil do ciclo término foi de 95°C durante 20 s, 40 ciclos a 95°C por 1 s e 60°C por
20 s (DANTAS-TORRES et al., 2017a).

Cada reacao de amplificacdo conteve uma curva padrdo e um controle negativo sem
DNA (no template control - NTC). Todas as reacdes de PCR em tempo real foram executadas
no QuantStudio® 5 (Applied Biosystems) e realizadas em unicata. As amostras de que

apresentaram amplificacdes, foram feitas em duplicata para confirmacao dos resultados.

7.5 Anélise por enzima de restricao

Para identificacdo da espécie de Leishmania, os produtos da PCR em tempo real
positivos gerados nesse estudo foram processados e analisados conforme descrito por Dantas-
Torres et al. (2017b). Em resumo, os produtos foram digeridos com a enzima de restri¢do
Haelll (New England BiolLabs) durante 1 hora e 30 minutos, a 37 °C. Apds a incubacdo, as
amostras foram submetidas a eletroforese em um gel de agarose de alta fidelidade a 4%
(Invitrogen). Para vizualisagdo, as bandas foram coradas com brometo de etidio e observadas

em luz ultravioleta.
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Para essa analise, excluiram-se amostras com Ct (cycle threshold) acima de 31,
considerando que essa amostras apresentam uma baixa carga parasitaria (DANTAS-TORRES
etal., 2017a).

7.6 Andlise dos dados

A amostra minima significativa (n = 389 fémeas) foi calculada com auxilio do

Sample Size Calculator do Raosoft® (http://www.raosoft.com/samplesize.html), considerando

uma margem de erro de 1%, um nivel de confiabilidade de 99%, uma populacao
desconhecida e uma taxa de infecgé@o de 0,6% (DANTAS-TORRES et al., 2017b).

A taxa minima de infeccdo (minimum infection rate, MIR) foi calculada utilizando a
seguinte formula: MIR = (nimero de pools positivos/nimero total de espécimes testados) x
100. A taxa minima de infec¢do, com o respectivo intervalo de confianca de 95% foi
calculada com o auxilio dos programas Excel Microsoft® e BioEstat 5.3 (AYRES et al.,
2007).


http://www.raosoft.com/samplesize.html
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8 RESULTADOS

8.1 Deteccéo de Leishmania spp.

Foram analisadas um total de 1807 fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia,
sendo que 1760 foram testadas em pools (2-10 espécimes) e 47 individualmente. Destas, 65
amostras apresentaram um produto de amplificacdo para deteccdo de Leishmania spp. Fémeas
de todas as espécies testadas apresentaram positividade, porém o numero de pools/individuos
positivos por espécie variou 1 a 28 (Tabela 2). Com esses dados, nesse estudo obteve-se uma
MIR de 3,6%.

Tabela 2 — NUmero total de amostras positivas, testadas e taxa minima de infec¢do por espécie.

Espécie Amostras Taxa minima de
positivas/testadas infeccdo (%)
Lu. choti 1/1000 0,1
Lu. complexa/wellcomeli 11/76 14,4
Lu. longispina 28/498 5,6
Lu. sordellii 24/217 11,1
Lu. umbratilis 1/16 6,3
Total 65/1807 3,6

Fonte: Do autor, 2018.

8.1.1 Lutzomyia choti

Das mil fémeas que foram testadas da espécie Lu. choti, uma amostra individual foi
positiva (MIR 0,1%) na PCR em tempo real para deteccdo de DNA de Leishmania spp.
(Figura 15). A amostra (F3004) apresentou uma amplificacdo tardia (Cycle Threshold (CT) de
38,0).
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Figura 15 - Curva de amplificagdo de DNA de Leishmania proveniente de amostra

individual de Lutzomyia choti (amostra F3004).
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Fonte: Do autor, 2018.
8.1.2 Lutzomyia complexa/wellcomei

Dos 76 espécimes, destes, foi detectada uma positividade em 11 amostras (5 pools e
6 individuais) de fémeas de Lu. complexa/wellcomei, (ID F379, F562, F908, F120, F226,
F293, F56, F184, F200, F207 e F233), com MIR de 14,5%. A Figura 16 mostra a variagéo do
CT em trés amostras na espécie. A amostra F908 com CT de 31,6, a amostra F562

apresentando um CT de 34,0 e a amostra F379 com CT de 37,3.

Figura 16 - Curva de amplificacdo de DNA de Leishmania proveniente de pools de
Lutzomyia complexa/Lutzomyia wellcomei (amostras F908, F562 e F379).
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Fonte: Do autor, 2018.
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8.1.3 Lutzomyia longispina

Para a espécie Lu. longispina, a MIR foi de 5,6%. Esse resultado foi obtido através
da anélise de 498 fémeas. Destas, 28 amostras foram positivas para deteccdo de Leishmania
spp. no teste molecular, sendo 24 agrupadas em pools e 4 individuais (ID F12, F15, F16, F34,
FA8, F51, F91, F137, F140, F170, F185, F210, F212, F217, F219, F242, F67, F71, F153,
F157, F164, F208, F221, F251, F9, F131, F135 e F149). As Figuras 17 e 18 apresentam trés
amostras positivas cada (F217, F51, F170, F157, F71 e F9), que apresentaram CT variando de
26,5a 39.

Figura 17 - Curva de amplificacdo de DNA de Leishmania proveniente de pools de
Lutzomyia longispina (amostras F217, F51 e F170).
Amplification Plot
* L. infantum (100pg)

L. infantum,

F217
(100fg) / F51 F170

001 _ Controle negativo / /
0.001
T 4 R

M LEISH

Fonte: Do autor, 2018.

Figura 18 - Curva de amplificaco de DNA de Leishmania proveniente de pools de

Lutzomyia longispina (amostras F157, F71 e F9).
Amplification Plot
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Fonte: Do autor, 2018.
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8.1.4 Lutzomyia sordellii

Foram analisadas 217 fémeas da espécie Lu. sordellii. Na PCR em tempo real para
deteccdo de Leishmania spp. ocorreu uma positividade em um total 24 amostras (ID F39, F52,
F58, F72, F80, F155, F160, F180, F214, F224, F255, F1029, F1031, F68, F90, F128, F136,
144, F148, F151, F154, F175, F202 e F208). Nessas amostras 13 delas estavam agrupadas em
pools e 11 estavam dispostas de forma individual.

Esse resultado corresponde a uma MIR de 11,1%. A Figura 19 apresenta trés
amostras (F144, F39 e F52) positivas, com uma amplificagdo de CT de 30,8, CT de 35,9e CT
de 38,4, respectivamente.

Figura 19 - Curva de amplificacdo de DNA de Leishmania proveniente de pools de
Lutzomyia sordellii (amostras F144, F39 e F52).

Amplification Plot
L. infantum (100pg)
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&
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Fonte: Do autor, 2018.
8.1.5 Lutzomyia umbratilis
Dos 4 pools de Lu. umbratilis testados, nenhum apresentou positividade. Porém, das

2 amostras individuais testadas, uma delas foi positiva (F630) para a deteccdo de DNA de
Leishmania por PCR em tempo real (MIR = 6,3%), apresentando um CT de 35 (Figura 20).
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Figura 20 - Curva de amplificacdo de DNA de Leishmania proveniente de amostra

individual de Lutzomyia umbratilis (amostra F630).
Amplification Plot
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Fonte: Do autor, 2018.

Todas as amostras foram realizadas em unicata, e quando positivas, tiveram suas
reacOes de PCR em tempo real executadas em duplicatas para confirmacao do resultado. N&o

foram observadas variacdes significativas nas repeticdes.

8.2 Anélise por enzima de restricao

Das 15 amostras selecionadas para a analise com a enzima de restricdo, 13

apresentaram um padrdo de bandas sugestivas de L. braziliensis (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados as analise por enzima de restricdo, de acordo com a espécie de flebotomineo e

cycle threshold. (continua)

ID Espécie Cycle Analise por enzima

threshold de restricao
F48 Lu. longispina 30,911 L. braziliensis
F210 Lu. longispina 28,943 L. braziliensis
F212 Lu. longispina 29,578 L. braziliensis
F217 Lu. longispina 29,167 L. braziliensis
F219 Lu. longispina 29,815 L. braziliensis
F207 Lu. complexa/wellcomei 29,552 L. braziliensis
F226 Lu. complexa/wellcomei 29,831 L. braziliensis
F153 Lu. longispina 29,380 L. braziliensis
F157 Lu. longispina 26,506 L. braziliensis
F208 Lu. longispina 29,266 L. braziliensis
F221 Lu. longispina 28,942 L. braziliensis




Tabela 3 — Resultados as analise por enzima de restricdo, de acordo com a espécie de flebotomineo e

cycle threshold. (conclusdo)
F144 Lu. sordellii 30,074 L. braziliensis
F214 Lu. sordellii 28,978 L. braziliensis
F218 Lu. sordellii 27,850 Sem bandas
F224 Lu. sordellii 29,605 Sem bandas

Fonte: Do autor, 2018.
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9 DISCUSSAO

A LTA possui ampla distribuicdo nas Américas, sendo o Brasil o principal foco de
leishmanioses nessa regido (ALVAR et al., 2012). De fato, a doenca ja foi registrada em
todos os estados, com milhares de casos novos registrados todos os anos. A ampla
distribuicdo geografica e a presenca da LTA em diferentes tipos de ambientes (silvestre, rural
e urbano) denota a complexidade ecoldgica e epidemiologica dessa doenca. Dentre varios
outros aspectos, a multiplicidade de vetores e reservatorios é digna de nota. Varios estudos
tém objetivado investigar a participacdo de vérias espécies de flebotomineos na transmissdo
de diferentes espécies de Leishmania, sendo esse conhecimento fundamental para entender o
padrdo de transmissdo.

No Brasil, véarias espécies de flebotomineos tém sido consideradas capazes de
transmitir leishmanias causadoras de LTA (BRASIL, 2010; BRITO et al., 2012), sendo Lu.
whitmani, Lu. complexa e Lu. wellcomei consideradas entre as principais espécies vetoras de
L. braziliensis nas regides da Zona da Mata Sul e Zona da Mata Norte de Pernambuco
(ANDRADE, 2005; BRANDAO-FILHO et al., 1999).

Lainson et al. (1973) e Souza et al. (1996) sugeriram a participacdo de Lu. complexa
e Lu. wellcomei como vetores de L. braziliensis. Estudos realizados em campo, mostraram 0
comportamento antropofilico da espécie (LAINSON et al., 1973; WARD et al., 1973;
WILKES et al., 1984; CAMPBELL-LENDRUM et al., 1999). Lu. complexa e Lu. wellcomei
sdo espécies frequentemente presentes em areas de transmissao de L. braziliensis em alguns
estados do Brasil e possui ampla distribuicdo em Pernambuco (DANTAS-TORRES et al.,
2010).

Em estudos realizados com a espécie Lu. umbratilis, também demonstra sua ativa
antropofilia (RANGEL; LAINSON, 2003), porém tem preferéncia alimentar por animais que
vivem nas copas das arvores, como por exemplo bicho-preguica (GRIMALDI et al., 1989).
Lu. umbratilis transmite L. guyanensis no norte do pais, além de haver indicios de que a
espécie também possa transmitir L. braziliensis, uma vez que ja foi encontrada naturalmente
infectada esse parasito (GRIMALDI et al., 1989; RANGEL; LAINSON, 2003; SHERLOK et
al., 1996). Mesmo tendo testado poucas amostras, 0s resultados do presente estudo

confirmam a associac¢do de Lu. umbratilis com Leishmania spp.
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Lu. sordellii e Lu. longispina sdo espécies que, mesmo de forma pouco abundante,
sdo frequentemente encontradas em estudos sobre flebotomineos em Pernambuco
(ANDRADE et al., 2005b; BRANDAO-FILHO et al., 1998; GUIMARAES et al., 2012;
SILVA et al., 2017; SILVA; VASCONCELOS, 2005). Lu. sordellii é encontrada em todas as
regides do pais, sendo relatada principalmente em ambientes peridoméstico (em abrigos de
animais, por exemplo), mas até o presente momento € uma espécie em que ndo ha dados
consistentes sobre sua participacdo na transmissao de Leishmania spp. Em estudo recente,
Silva et al. (2017) demonstraram que Lu. sordellii € uma espécie com grande capacidade de
se adaptar o ambiente domeéstico, principalmente em casas proximas a fragmentos de floresta
tropical. No presente estudo, registrou-se pela primeira vez a presenca de DNA de
Leishmania spp. em fémeas de Lu. longispina e Lu. sordellii.

As taxas de infeccdo natural por Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos na
maioria dos estudos é considerada baixa. Isso pode ocorrer devido a varios aspectos,
principalmente em relacdo a variacdo na sensibilidade do método de deteccdo utilizado (e.g.,
disseccdo versus PCR). Outros fatores que poderiam teoricamente influenciar a taxa de
infeccdo natural por Leishmania spp. em fémeas de flebotomineos incluem a abundéancia de
hospedeiros reservatorios, a prevaléncia da infeccdo nesses animais e 0 nUmero de
flebotomineos testados.

A infecgdo natural por Leishmania spp. em flebotomineos é geralmente confirmada
por meio da visualizacdo de formas promastigotas no intestino do vetor. A utilizacdo de
métodos moleculares em estudos de infec¢do natural em fémeas flebotomineos tem relevado
taxas de infeccdo variadas (LIEBEL et al., 2012; MICHALSKY et al., 2011; OLIVEIRA-
PEREIRA et al., 2006). Em nosso estudo, obtivemos uma taxa minima de infeccéo de 3,6%.
Em outros estudos, ja foram relatadas taxas de infec¢do natural de 0,3% no Rio Grande do Sul
(SILVA; GRUNEWALD, 1999), 2% no Rio de Janeiro de (PITA-PEREIRA et al., 2005) e
uma taxa de 2,6% no estado do Mato Grosso do Sul (NASCIMENTO et al., 2007). Contudo,
diferengas metodoldgicas impedem qualquer tipo de comparacdo mais aprofundada.

Com o desenvolvimento das diversas técnicas de biologia molecular mais sensiveis,
como a PCR em tempo real, facilitou a identificacdo do material genético da Leishmania spp.

em flebotomineos, mesmo que este esteja em pequenas quantidades. A PCR em tempo real
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utilizada nesse estudo é considerada altamente sensivel, sendo capaz de detectar quantidades
de DNA equivalentes a menos de uma leishméania (DANTAS-TORRES et al., 2017a).

Dentre as varias espeécies de flebotomineos que ocorrem em Pernambuco, Lu. choti é
uma espécie que vem sendo bastante estudada ao longo dos Ultimos anos em trabalhos que
comprovaram a sua presenca e abundancia em vérios fragmentos de mata atlantica desse
estado (ANDRADE et al., 2005b; BRANDAO-FILHO et al., 1998; DANTAS-TORRES et
al., 2017b; SILVA et al., 2017; SILVA; VASCONCELOS, 2005; SILVA et al., 2017). De
fato, Lu. choti ndo s6 esta presente em fragmentos de mata atlantica de Pernambuco, mas
também se encontra em maior abundancia que espécies consideradas vetoras comprovadas de
L. braziliensis, como foi observado em um estudo mais recente realizado por Dantas-Torres et
al. (2017b). Além disso, no estudo em questdo, detectou-se DNA de L. braziliensis em
fémeas de Lu. choti.

Uma das caracteristicas do complexo padrdo de transmissdo da L. braziliensis € o
provavel envolvimento de uma grande diversidade de vetores (BRAZIL et al., 2015;
MAROLLI et al., 2013). Contudo, o conhecimento sobre o papel das diversas espécies de
flebotomineos na transmissao desse parasito ao homem ainda é incipiente.

Em Pernambuco, os treinamentos militares que ocorrem no CIMNC tém sido
associados a surtos de LTA, os quais tém sido relatados esporadicamente desde o primeiro
registro no ano de 1996 (BRANDAO-FILHO et al., 1998). Considerando os dados historicos
dos casos de LTA relatados no CIMNC, podemos concluir que a regido é uma importante
area de transmissao, devido a existéncia de um ciclo enzodtico L. braziliensis na regido da
Mata Atlantica. Certamente, vale ressaltar que essa ndo é uma particularidade do CIMNC,
mas de fragmentos de mata atlantica, onde pequenos mamiferos silvestres e flebotomineos
mantém o enzootico ciclo do parasito.

Resultados de trabalhos realizados em fragmentos de mata atlantica em Pernambuco,
incluindo o CIMNC, reforcam a hip6tese de que vérias espécies de flebotomineos podem
estar envolvidas na transmissdo de L. braziliensis ao homem. A sua constante presenca e
grande abundancia, atreladas a sua conhecida antropofilia, colocam Lu. choti entre 0s

potenciais vetores de L. braziliensis na regido.
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10 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e na hipotese investigada, o presente estudo
confirma a presenca de L. braziliensis em diferentes espécies de flebotomineos, incluindo Lu.
complexa/wellcomei, Lu. longispina e Lu. sordellii, além da presenca de DNA de Leishmania
spp. em Lu. choti e Lu. umbratilis. Novos estudos serdo necessarios para confirmar o papel
vetorial de algumas dessas espécies na transmissdo de L. braziliensis, pois elas poderem estar
atuando na manutencao desse parasito na area de estudo, seja no ciclo enzooético, seja no ciclo

zooobtico.
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