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TAVARES, Diva da Silva. Atracdo de vetores de leishmaniose tegumentar americana por
compostos organicos volateis presentes na pele humana. 109 folhas. Tese (Doutorado em
Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
Moniz, Salvador, 2016.

RESUMO

INTRODUCAO. A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é a forma de leishmaniose
com maior incidéncia em humanos, e no Brasil a maioria dos casos estd concentrada nas
regides Norte e Nordeste. O protozoario Leishmania braziliensis é considerado o principal
agente etioldgico com ocorréncia no pais e tem como principais vetores os flebotomineos
Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani. Sabe-se que, de modo
geral, o olfato é o principal sentido de orientacdo dos insetos e, assim, foi assumido neste
trabalho que esses vetores sdo atraidos por compostos organicos volateis (COVs) presentes
nos odores da pele humana. OBJETIVO. O objetivo geral do projeto foi identificar os COVs
presentes na pele humana e avaliar os seus efeitos na atragcdo de vetores de LTA, com a
finalidade de desenvolver e aprimorar alternativas para o controle dos mesmos, de modo que
estas possam ser baseadas em COVs que mimetizem os odores da pele humana e, portanto,
sejam efetivas na captura de flebotomineos antropofilicos. MATERIAL E METODOS. Para
isso, foi identificado o perfil de odores da pele de moradores da localidade de Corte de Pedra,
regido endémica para LTA na Bahia, a partir de analises de pelos das pernas desses
individuos, realizadas com o sistema de Microextragdo em Fase Solida, no modo Headspace,
seguida de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas. Foram realizadas
analises sorologicas para avaliar a resposta imune humoral, através de testes ELISA, desses
individuos em relacdo a saliva de L.(N) intermedia e L. (N.) whitmani, ambas com ocorréncia
na regido, a fim de verificar a se algumas pessoas podem ser consideradas mais atrativas do
que outras. RESULTADOS. Foram identificados 42 COVs nos odores dos pelos dessas
pessoas, dos quais 52,34% sao relatados na literatura como produzidos por bactérias comuns a
microbiota da pele humana. A analise de componentes principais (PCA) ndo evidenciou
distincdo entre os individuos com base em seus perfis soroldgicos e os COVs presentes nos
odores de suas peles. Analises de correlacdo evidenciaram que os compostos dodecanol,
tetradecanol, tetradecano e isopropil palmitato tém maior correlacdo positiva com individuos
de sorologia positiva, ou seja, apresentam-se de forma mais intensa nesses individuos do que
naqueles de sorologia negativa para as salivas testadas. Doze COVs foram avaliados quanto
os efeitos na atracdo de fémeas de Lutzomyia sp., capturadas na area de estudo, em tdnel de
vento. Dentre os compostos testados, eicosano e fenilacetaldeido atrairam significativamente
mais fleb6tomos do que o controle negativo (hexano). Os compostos 6-metil-5-hepten-2-ona e
nonadecano ativaram, porém ndo atrairam significativamente mais fleb6tomos do que o
controle negativo, 0 que ndo permite concluir se sdo atrativos ou repelentes para esses insetos.
CONCLUSOES. Os resultados obtidos aqui corroboraram com a ideia de que esses vetores
sdo atraidos por COVs presentes nos odores da pele humana e indicam 0s compostos eicosano
e fenilacetaldeido como potenciais candidatos a serem testados em campo, para intensificar a
eficiéncia de armadilhas de captura, tanto para utilizacdo de fleb6tomos em estudos em
laboratério como para 0 monitoramento desses vetores em areas endémicas para LTA.

Palavras-chave: Compostos organicos volateis; Flebotomos; Lutzomyia; Nyssomyia,;
Microextracao em fase solida; Cromatografia gasosa.



TAVARES, Diva da Silva Attraction of tegumentary leishmaniasis vectors by volatile organic
compounds from human skin. 109 pages. Thesis (PhD in Pathology) — Federal University of
Bahia. Oswaldo Cruz Foundation, Gongalo Moniz Institute, Salvador, 2016.

ABSTRACT

INTRODUCTION. American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is the most frequent form
of leishmaniasis among humans. In Brazil most of the cases occurs in the North and in the
Northeast of the country. Leishmania braziliensis is the main ethilogic agent and its most
common vectors are the phlebotomine sand flies Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia and
Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani. It is known that the olfact is the best developed sense of
orientation among insects and thus it was assumed that these vectors are attracted by volatile
organic compounds (VOCs) from human skin odors. AIM. The aim of this project was to
identify the VOCs from human skin and evaluate their effect on the attraction of ATL vectors,
aiming to develop and enhance alternatives of its control, in a way that it can be based on
VOCs that mimic human skin odors, which can be effective for anthropophilic phlebotomine
capture. METHODS. To achieve such objective, odor profile of residing people from Corte
de Pedra locality, an endemic area for ATL of Bahia State, was determined by Solid Phase
Microextraction, on headspace mode, associated to Gas Chromatography and Mass
Spectrometry. Serological analysis were performed through ELISA assays to evaluate the
humoral immune response to saliva antigens of L. (N.) intermedia and L. (N) whitmani, both
present in the study area, aiming to verify if some people may be more attractive than others.
RESULTS. Forty two compounds were identified in the skin odor profile of the volunteers
and 52,34% of them are reported on literature as produced by bacteria from human skin
microbiota. Analysis of Principal Components (PCA) didn’t distinguished individuals based
on their odor profile composition and their serological classification. However, correlation
analysis evidenced four compounds that are more related to positive to individuals with
positive response to ELISA tests than to negative ones: tetradecanol, dodecanol, tetradecane
and isopropyl palmitate. Twelve VOCs were tested in wind tunnel assays. Eicosane and
phenylacethaldehyde attracted significantly more females of phlebotomine sand flies than the
negative control (hexane). The compounds 6-methyl-5-hepten-2-one and nonadecane
activated, but did not attracted, more females of phlebotomine sand flies than the negative
control, but it is not possible to conclude if this ketone is a potential attractant or a repellent to
theses insects. CONCLUSIONS. The results obtained corroborates with the idea that these
vectors are attracted to volatiles compounds presents in the human skin odours and are
potential candidates to be tested in the field as a tool to enhance the efficiency of capture of
usual traps, even for laboratory studies finality as for phlebotomine sand flies monitoring in
endemic areas for LTA.

Key-words: Volatile organic compounds; Lutzomyia; Nyssomyia); Solid phase
microextraction; Gas chromatography.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fémea de flebotomineo (Diptera: Psychodidade). Fonte: KILLICK-KENDRICK,
1999, ettt R ettt R et et ne st s 19

Figura 2 - Ciclo geral de vida e de transmissdo de parasitas Leishmania. (A) Ciclo de
transmissdo antroponotico, no qual a fémea de flebotomineo pica o hospedeiro
humano e transmite formas promastigotas metaciclicas dos parasitas (1), as quais
infectam, principalmente, macréfagos (2), onde se transformam na forma
amastigota e infectam outros macréfagos (4), os quais poderdo ser ingeridos no
repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos e, assim, recomecar o ciclo de
transmissdo. (B) Ciclo de transmissdo zoonético, similar ao ciclo antropondético.
Fonte: KUMAR e ENGWERDA (2014), com adaptages. ..........ccocererervreninne 23

Figura 3 — Posto de Salide de Corte de Pedra. A esquerda, placa de sinalizacio localizada a
margem da BR-101, com indicacdo da entrada para o Posto de Salde de Corte de
Pedra (a direita da fOt0). .......cooiiiiiiieie s 38

Figura 4 — Mapa do estado do Brasil com detalhe para o estado da Bahia (A) e mapa da Bahia
com detalhe para o municipio de Presidente Tancredo Neves (B). Mapa com a
distribuicdo dos locais visitados (cédigos de cada familia — F — visitada com o
respectivo nimero de individuos participantes entre parénteses) durante as coletas
em Corte de Pedra — BA (C). Imagem: Google Earth. .........c.ccccovevviiiieiiciienn 40

Figura 5 - (A) Microextragdo em fase solida - MEFS. Injetor manual (a) com a fibra para
extracdo exposta no headspace (b) no interior do vial, através da perfuracdo do
septo de silicone da tampa de aluminio pelo suporte da fibra (c). Bloco de
aluminio, sobre placa aquecedora, adaptado para o encaixe do vial de 20 ml (d).
(B) Sistema do cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrdmetro de massas (CG-
MS), conectados a um computador cOm 0 SOftWare. .........cccccveevverenieseere e 43

Figura 6 - Captura da tela de busca, com as diversas op¢des de critérios para a pesquisa, da
base de dados de compostos organicos volateis microbianos — mVOC................ 51

Figura 7 - Gaiola de insetario, confeccionada com arame e tecido voil, utilizada para o
acondicionamento dos fleb6tomos até 0 momento da realizagdo dos testes (Foto:
N (o] o F- T = T ) TSR SURPRTSRPP 52

Figura 8 - (A) Tubos de vidro com tampa, contendo alcool 70% e algoddo para preservagdo
dos flebétomos utilizados nos experimentos em tunel de vento; (B) Detalhe da
base do tubo contendo trés fémeas de Lutzomyia Sp. .......ccceveeveeieeieeiieieesieenenns 53

Figura 9- Tanel de vento utilizado nos teste de atragdo em laboratério. (a) Plataforma com
camera de liberagdo encaixada; (b) plataforma com suporte para o papel filtro; (c)
termo higrometro com sensor exposto no interior do tunel. Fonte: a autora. ........ 55



Figura 10 - Condicdo de iluminagdo durante os testes no tanel de vento. Apenas a luz
vermelha do tdnel ligada. A seta preta indica a dire¢do do fluxo de ar. Fonte: a
LU (0] - W PR PRRP 56

Figura 11 - Imagens caracteristicas da area de estudo. (A) Estrada de terra, caracteristica
frequente dos caminhos percorridos durante as coletas em campo; (B) Uma das
residéncias visitadas, localizada na zona rural da area de estudo. Fonte: Diva
LI T2 L= T TSP P PR PP 58

Figura 12 - Cromatograma com indicacdo dos picos, em seus respectivos tempos de retencéo,
correspondentes aos cinco compostos definidos como marcadores de qualidade: 6-
metil-5-hepten-2-ona, nonanal, decanal e geranylacetona. ...........ccccceevvevvevirennenn 59

Figura 13 - Area total média (A) e nimero de picos totais (B) obtidos nos testes de realizados
COM CAAA FIDFA. ... 60

Figura 14 - Variagdo da intensidade dos picos obtidos nas analises de CG-MS em relagdo a
diferentes temperaturas a partir de amostras de volateis extraidos de pelos
humanos com a técnica de MEFS-HS. ... 61

Figura 15 - Variagdo da intensidade dos picos obtidos nas analises de CG-MS em relagdo a
diferentes tempos de extracdo a partir de amostras de volateis extraidos de pelos
humanos com a técnica de MEFS-HS. ... 62

Figura 16 - Intensidade total relativa dos compostos organicos volateis - COVs detectados
entre individuos com sorologia negativa (soronegativos) e individuos com
sorologia positiva (soropositivos) para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) Whitmani.............ccccceeveivievvevesicseece e 63

Figura 17 - Percentual médio do nimero de compostos pertencentes a cada uma das fungdes
organicas encontradas entre os COVs dos individuos avaliados...............c.ccc.c..... 65

Figura 18 - Percentual médio da intensidade total das fun¢des organicas encontradas entre 0s
COVs dos individuos avaliados. ............ccceveeeiiiieieicic e 65

Figura 19 - Percentual da intensidade total de compostos organicos volateis pertencentes as
suas respectivas funGoes QUIMICAS. ........ccviviveieieeie e 66

Figura 20 - Analises de componentes principais (PCA) com base no total de individuos e nos
COVs identificados. Em vermelho estdo representados os individuos positivos
para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia)
whitmani e em verde 03 individuoS NEJALIVOS. ..........cccvreririniieiee e 67

Figura 21 - Percentuais relativos dos compostos organicos volateis - COVs identificados nos
odores da pele dos participantes do estudo com as analises de SPME-HS/CG-EM
realizadas com amostras de pelos. N = individuo com sorologia negativa para
saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani,


Diva%20-%20Tese%20-%20para%20check%20list.doc#_Toc475628308
Diva%20-%20Tese%20-%20para%20check%20list.doc#_Toc475628308
Diva%20-%20Tese%20-%20para%20check%20list.doc#_Toc475628308
Diva%20-%20Tese%20-%20para%20check%20list.doc#_Toc475628308

P = individuos com sorologia positiva para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) WHhitmani..........ccccoeeririninienenenescsesees 68

Figura 22 - Correlagdo entre 0os compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores da
pele dos individuos com sorologia negativa para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia e para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani. Representacao
grafica por corrplot das correlacbes de Spearman observadas entre os COVs
identificados nos individuos negativos para o teste sorologico anti-saliva de L.
(N.) intermedia e L. (N.) whitmani. O aumento da intensidade da cor azul indica
aumento da correlacdo positiva, enquanto o aumento da intensidade da cor
vermelha indica o aumento da correlacdo negativa. Os quadrados delimitados
indicam grupos formados por COVs correlacionados. ............ccccvvveveieeieerieennene. 69

Figura 23 — Correlacdo entre os compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores
da pele dos individuos com sorologia positiva para saliva de Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia e para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani.
Representacdo gréafica por corrplot das correlagcdes de Spearman observadas entre
0s COVs identificados nos individuos positivos para o teste sorolégico anti-saliva
de L. (N.) intermedia e L. (N.) whitmani. O aumento da intensidade da cor azul
indica aumento da correlacdo positiva, enquanto o aumento da intensidade da cor
vermelha indica o aumento da correlacdo negativa. Os quadrados delimitados
indicam grupos formados por COVs correlacionados. ............cccevvveveiieieerieennenne. 70

Figura 24 — Frequéncia relativa (%) da resposta de ativacdo das fémeas de Lutzomyia sp.
diante dos compostos organicos volateis testados nos teste de atracdo em tunel de
vento. * p< 0.05; ** p<0.01; 7 P =0.0523. ... 75

Figura 25 — Frequéncia relativa (%) da resposta de atracdo das fémeas de Lutzomyia sp. diante
dos compostos organicos volateis testados nos teste de atracdo em tanel de vento.
Sl S K0 TSSOSO 75


Diva%20-%20Tese%20-%20para%20check%20list.doc#_Toc475628308
Diva%20-%20Tese%20-%20para%20check%20list.doc#_Toc475628308

LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Principais tipos de fibras comercialmente disponiveis e suas respectivas
CAFACTEITSTICAS. 1.t veveeuee ettt ettt bbbttt sb et benrenneas 32

Tabela 2 - Lista de padrbes analiticos injetados diretamente no sistema CG-EM para
identificacdo dos analitos  encontrados nas amostras testadas.............c.ccceeveenee. 48

Tabela 3 — Lista dos compostos organicos volateis (COVs) que foram testados no tunel de
vento. "Foram incluidos nas concentracdes de 10 e de 100%. Em italico, os COVs
Utilizados COMO CONEIOIE. .......ccveeiecie e 56

Tabela 4 - Compostos organicos volateis identificados, em ordem crescente de tempo de
retencdo (TR), e seus respectivos indices de Kovats (IK). CPAS = confirmacao
com padrao analitico SINTELICO. .........eccueiieii e 64

Tabela 5 — Grupos obtidos dos compostos organicos volateis correlacionados a partir das
ANALISES e COTPIOL. ...t 71

Tabela 6 - Lista dos 42 COVs identificados nos odores da pele dos voluntarios e 0s
géneros/espécies bacterianas descritas na literatura como existentes na pele
humana e produtoras dos respectivos compostos. NR = bactérias ndo relatadas
como presentes Na pele NUMANA ..o 73



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores da pele humana.
COVs presentes na pele humana relatados na literatura obtidos com diferentes

métodos de coleta € de eXLraCa0..........ccvevueiieiieie e 81

Quadro 1 (continuacéo) - Compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores da pele
humana. COVs presentes na pele humana relatados na literatura obtidos com

diferentes métodos de coleta e de exXtraGao...........ccccveervereeiieieere s, 82



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt sttt 18
1.1 LEISHMANIOSES — VISAO GERAL ..ot ves st 18
1.2 BIOLOGIA GERAL DE FLEBOTOMINEOS.......ccoieieieieieeieeiecteeteseee st 19
1.3 INTERACOES ENTRE VETOR E HOSPEDEIRO NO CICLO DALTA ..o 21
1.4 ECOLOGIA QUIMICA DE INSETOS VETORES E A BUSCA POR HOSPEDEIROS

HUMANOS — O QUE SE SABE SOBRE FLEBOTOMINEOS? ........ccccoueiveieeieereereeiaereieann, 23
15 METODOS DE CONTROLE DE FLEBOTOMINEOS.........ccccoooiuiiiirieisiesissiesiesesie s, 27
1.6 MEFS-HS/CG-MS COMO ESTRATEGIA PARA O ESTUDO DE ODORES...................... 30
2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE ..ottt 34
2.1 JUSTIFICATIVA .ottt sttt ettt b ettt b ettt be e 34
2.2 HIPOTESE ..ottt sttt s s sas s s s 35
3 OBUIETIVOS ...ttt bbbt b et b bbb b et eb et 36
3.1 OBUJETIVO GERAL ..ottt ettt sttt 36
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......oucvveieeeveeesieee st 36
4 MATERIAL E METODOS ........ooiieieieiseieeiesese et sssssasessss s 37
4.1 AREA DE ESTUDO, POPULACAO DE ESTUDO E ASPECTOS ETICOS.......ccccevreneeee. 38
811 ArEA AL BSTUTOD ....ocveveveevcttete sttt e 38
4.1.2 POPUIAGEAD 0B BSTUTD ... .ottt sttt bbb 39
4.1.3  ASPECLOS ELICOS ....vviieiiieiiieeti ettt sttt bbbt bbb bbbttt b ettt 41

4.2 CLASSIFICACAO DOS PARTICIPANTES QUANTO A RESPOSTA IMUNE HUMORAL
PARA SALIVA DE Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia E Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani41
43  DESENVOLVIMENTO DO METODO DE COLETA, EXTRACAO E DETECCAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (COVs) PRESENTES EM ODORES DA PELE

HUMAIDNA ettt st st ettt e sttt sae e st e e bt e b e e s reesmeesmeeeaneeneeneens 41
00 N 1) (= 11 (0] (o ISR 42
4.3.2 Padronizacao do método de MEFS-HS/CG-EM com pelos humanos...........ccccccceevevenenee. 44
O o] = W L=< 1 Vo Lo TS 44
4.3.2.2 TemMpPEratura 08 EXITAGCAO .......ccerriererierteeiesteeeesteereeeesre et e tesseesesteessessesssessesseessessenssensesseensenns 45
4.3.2.3 TEMPO A8 EXIIAGAD ...everveeeierieeeertieeestestee e sttt e ste s e e e te e e e tesseesbesreessessesssessesseensessenssensesseensenns 45
4.3.2.4 Massa de PEIOS POI AMOSIIA .....eervieererierieeiesieeeesieeeete st et esteseeetesteessessessaessesseessessesssessesseensenns 45

4.4 COLETA E ANALISE DOS COVs QUE COMPOE OS ODORES DA PELE DE

MORADORES DE CORTE DE PEDRA —BAHIA ..ottt 46
441 Coleta e eXIraGio 08 COVS ... .ottt ettt sttt e seeen e naesne e e 46
4.4.2 ldentificacio A0S COVS ODTIAOS .......cueriiiiiriiieieicec st 47
4.4.2.1 Consulta a biblioteCa NIST 08 .......ccooeieiiriiiriiiieirctrcte s 47
4.4.2.2 Célculo dos INdices de KOVALS (KI).........coveivereieeereieeieeeeeeieeeseseesessesesses s sssesesssessessneenes 47

4.4.2.3 Injecdo de padrdes analiticos N0 Sistema CG-EM........cccocvveirinineninineeeeieeseese s 48



4.5 AVALIA(;AO DA EXISTENCIA DE A§SOCIA(;AO ENTRE O PERFIL DE COVs DOS
VOLUNTARIOS E A CLASSIFICACAO DOS MESMOS QUANTO A SOROLOGIA
PARA SALIVA DE Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia E Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani49
4.6 LEVANTAMENTO DA LITERATURA SOBRE OS COVs IDENTIFICADOS E AS
BACTERIAS EXISTENTES NA MICROBIOTA NORMAL DA PELE QUE SAO
CAPAZES DE PRODUZi-LOS..................................~. ............................................................ 50
4.7 AVALIACAO, EM LABORATORIO, DA ATRACAO DE Lutzomyia sp. PROVENIENTES
DO CAMPO POR COVs PRESENTES NOS ODORES DA PELE DE MORADORES DA
AREA DE ESTUDO ..ottt ves st s s sae st ss s s s sasasnenns 51
4.6.1 Obtencdo e identificacéo dos flebdétomos utilizados nos testes de atragdo ............ccocevee.. 51
4.6.2 Tunel de vento — protocolo de eXperimentacao...........cooeivrerirerireieense s 54
4.7.2 COVs utilizados Nos testes de atraCa0 ........c.ccceiveieiiieiiieie et 56
4.6.4  ANAIISES ESLALISTICAS ....veiveveeeieieieiei ettt sttt aeese bt st e st et e e neereens 57
4.8 ANALISES DOS DADOS ...t ieeieeeeeeesesseseesessesessessess s sessssassessssssssasssssssassasasnas 57
5 RESULTADOS ...ttt bbbttt b e bbb bttt eneane e 58
5.1 AREA DE ESTUDO - ACESSO AS RESIDENCIAS DOS VOLUNTARIOS ..................... 58
5.2 CLASSIFICACAO DOS PARTICIPANTES QUANTO A RESPOSTA IMUNE HUMORAL
PARA SALIVA DE Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia E Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani58
5.3 DESENVOLVIMENTO DO METQDO DE COLETA, EXTRACAO E DETECCAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (COVs) PRESENTES EM ODORES DA PELE
HUMANA ettt ettt et e s et e e s e e b e st e s et e e e seeseeseeseeseeseesentesansenseneenens 59
5.3 1 TSR PIlIOT0.....eiuiiiiiicie ettt ettt 59
5.3.2 Padronizacao do método de MEFS-HS/CG-EM com pelos humanos...........ccccooceevevenenne. 60
5.3.2.1 ESCOIha da fibra de eXIrACA0.......icveriereeeiesieeceie ettt ettt et s te et e sreeseeaeseeense e 60
5.3.2.2 Escolha da temperatura de eXIraGa0 ........cceveeeeriireeiereeeesieseeie e eee e see st e e sseesaesreenee e 60
5.3.3.3 ESColha do temMPO A8 EXLrAGAD ......c.eevieieeeiesieeeeie ettt ettt e te et ste et e sreeseesaeseeenee e 61
5.3.3.4 Escolha da quantidade (mg) de pelos POr @mMOSLIaS.......cccevereeerierieerierieeeerieseeeeeseeeeee e 62
5.3.3 Coleta e analise dos COVs que compde os odores da pele de moradores de Corte de
Lo [ R =T o - WP PRS 62
54 EXISTENCIA DE ASSOCIAQAO ENTRE O PERFIL DE COVs DOS VOLUNTARIOS E A
CLASSIFICACAO DOS MESMOS QUANTO A SOROLOGIA PARA SALIVA DE
Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia E Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani ...........ccccecevveveeenene 66
55 BACTERIAS COMUNS A PELE HUMANA QUE PRODUZEM OS COVs
IDENTIFICADOS NOS ODORES DA PELE DOS VOLUNTARIOS.........coovvverrerreernnn. 72
56  AVALIACAO, EM LABORATORIO, DA ATRACAO DE Lutzomyia sp. POR COVs
PRESENTES NOS ODORES DA PELE DE MORADORES DA AREA DE ESTUDO....... 74
5.6.1 Teste de atragc@o em tUNEl de VENTO .......cccoiveiieieieicieeseee e 74
5.6.2 ldentificacéo dos fleb6tomos utilizados nos testes de atragdo em tunel de vento................. 76
6 DISCUSSAD ... 77
7 CONGCLUSOES ..ottt bbbttt sttt ettt e et et e 91

REFERENCIAS ...ttt 92






18

1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES — VISAO GERAL

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2004), as leishmanioses consistem em um
conjunto de doencgas que sdo causadas por protozoéarios flagelados do género Leishmania e
estdo entre as principais patologias cujos agentes etioldgicos séo transmitidos por vetores. As
leishmanioses sdo consideradas um problema de satde publica (OMS, 2004; BRASIL, 2006),
de ampla distribuicdo mundial, com grande incidéncia em 98 paises distribuidos entre os
continentes Americanos, Europeu, Africano e Asiatico, nos quais se estima que 350 milhGes
de pessoas possam estar expostas ao risco de infeccdo (OMS, 2010).

Essas doencas podem ser classificadas em duas formas principais: leishmaniose
visceral (LV) e leishmaniose tegumentar americana (LTA). A LV, também conhecida como
calazar, é caracterizada, principalmente, por hepato-esplenomegalia, anemia e perda
consideravel de peso, sendo, portanto, potencialmente fatal (BRASIL, 2013). As formas
tegumentares (LTA) podem ainda ser classificadas como leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutanea difusa (LCD) (OMS, 2016). No
Brasil foi registrada, entre os anos de 2005 e 2014, uma média anual de 3.540 casos de LV,
sendo 49,8% desses na regido nordeste. Para 0 mesmo periodo foi registrada média anual de
21.775 casos de LTA e predominancia de registros totais na regido norte (41,82% do total de
casos), seguida pela regido nordeste, totalizando juntas mais de 70% dos casos da doenc¢a no
Brasil (BRASIL, 2016).

O agente etioldgico de LTA com ocorréncia no Brasil e que tem maior prevaléncia no
homem € o Leishmania braziliensis, o qual tem ocorréncia registrada desde a Amazénia até o
sul do pais e cuja ocorréncia esta, geralmente, associada a presenca de animais domésticos
(GONTIJO e CARVALHO, 2003; COSTA, 2005). Os principais vetores de L. braziliensis
séo, entre outros, os flebotomineos Lutzomyia migonei, Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani,
Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (GONTIJO e CARVALHO, 2003;
BRASIL, 2013), dos quais L. (N.) whitmani é considerado o de maior importancia
epidemioldgica, em razdo de sua reconhecida capacidade de adaptagdo a mudancas
ambientais, de sua ampla distribuicdo no territério brasileiro e de sua presenca ter sido
notificada na maioria das areas endémicas de LTA no pais (COSTA et al., 2007). Entretanto,

L. (N.) intermedia parece adentrar mais em domicilios do que L. (N.) whitmani (GOMES,
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SANTOS e GALATI, 1986; AZEVEDO et al., 1996; CAMPBELL-LENDRUM, PINTO e
DAVIES, 1999), o que aumenta as chances de contato entre esses insetos e as pessoas e, por
consequéncia, aumenta os riscos de transmissao do parasita.

As leishmanioses estdo entre as principais doencas transmitidas por vetores e foram
incluidas, com todas as suas formas, no programa de controle prioritario da Organizacdo
Mundial de Saude (OMS, 2010). Assim, o presente estudo foi voltado para vetores de agentes
causadores de LTA, com foco nos flebotomos L. (N.) intermedia e L. (N.) whitmani, que sdo

considerados 0s mais importantes na transmissdo de LTA no pais.

1.2 BIOLOGIA GERAL DE FLEBOTOMINEOS

De acordo com Killick-Kendrick (1999), os fleb6tomos (FIGURA 1) sdo insetos
pequenos, geralmente de tamanho inferior a 3 mm, com coloracdo que pode variar desde
quase branco até quase preto e apresentam trés caracteristicas basicas que permitem
reconhecé-los com facilidade: (1) quando em repouso, mantém as asas em um angulo superior
a altura do abdome; (2) possuem corpo piloso e (3) antes de pousar no hospedeiro para
realizar o repasto sanguineo, fazem um movimento saltitante em “zig zag”. Além disso, esses

insetos, ao contrario dos mosquitos, atacam em siléncio.

Figura 1 - Fémea de flebotomineo (Diptera: Psychodidade). Fonte: KILLICK-KENDRICK, 1999.

De modo geral, flebotomineos apresentam habitos crepusculares e noturnos, de modo
gue durante o dia se mantém em repouso em abrigos relativamente frescos e Umidos, tais
como casas, celeiros, estabulos, cavernas, fissuras em paredes, em rochas ou no solo, em
vegetacdo densa, buracos em arvores, bem como em troncos de arvores, tocas de roedores e
de outros mamiferos, ninhos de passarinhos, galinheiros, fissuras em caixas d’agua, dentre
outros (KILLICK-KENDRICK, 1999; SANGIORGI, et al., 2012). Tanto machos quanto as
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fémeas de flebotomineos se alimentam da seiva de plantas e da secrecdo de afideos
(KILLICK-KENDRICK e KILLICK-KENDRICK, 1987; CAMERON, 1995; KILLICK-
KENDRICK, 1999), porém, as fémeas se alimentam também de sangue de humanos e de
outros mamiferos para obter as proteinas necessarias para promover o desenvolvimento dos
ovos durante o seu periodo de reproducdo (SHARM e SINGH, 2008; OMS, 2012). Apoés esse
desenvolvimento, ocorre entdo a postura dos ovos, geralmente, em substrato Umido, e a
maturacdo dos mesmos, seguida da eclosdo das larvas, que se alimentam de matéria organica
para suprir seu metabolismo e se transformar em pupas, que se fixam no solo e ndo se
alimentam até iniciar a metamorfose que dara origem ao inseto adulto (FIOCRUZ, 2012).

Dentre os principais grupos de mamiferos utilizados como fonte alimentar sanguinea e
para as quais existem registros de infecgcdo por Leishmania no hemisfério ocidental, destacam-
se 0s seguintes: marsupiais (ex.: gambd, também conhecido como sarigué), xenarthra
(ex.:tamandud), primatas (ex.: macacos, humanos), carnivoros (ex.: cdes), perissodactilos (ex.:
cavalo, burro) e rodentia (ex.: roedores) (ASHFORD, 1996). No Brasil, parasitas L.
braziliensis ja foram encontrados em roedores silvestres (Bolomys lasiurus e Nectomys
squamipes) e urbanos (Rattus rattus) em Pernambuco, em felideos (Felis catus), no Rio de
Janeiro, em canideos (Canis familiaris) no Ceard, Bahia e Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo
Paulo, e equideos (Equus caballus, Equus asinus), no Ceara, Bahia e Rio de Janeiro
(BRASIL, 2013).

A manutencéo do ciclo de transmisséo das leishmanioses depende da interagdo entre
vetores e hospedeiros, a qual também é primordial para a manutencdo do ciclo de vida do
préprio vetor, ja que o desenvolvimento dos ovos depende das proteinas obtidas a partir da
alimentacdo sanguinea. Dessa forma, o ciclo de vida de protozoarios Leishmania é claramente
beneficiado pelas relagbes ecoldgicas inerentes entre seus vetores e hospedeiros e, por tal
razdo, é importante compreender os aspectos envolvidos nessas interagdes para entdo
formular estratégias de intervencdo que possibilitem o controle desses vetores e, por
consequéncia, o controle da transmissdo dessas doencas.

Como ponto de partida € importante considerar que os insetos tém o olfato como o
sentido melhor desenvolvido, e através da comunicacdo quimica sdo capazes de reconhecer
seus parentes e predadores, recrutam individuos do mesmo grupo, além de alerta-los quanto a
presenca de predadores e situagcdes de perigo, reconhecem parceiros (as) sexuais e detectam
fontes alimentares, de modo que a quimica dos odores, 0s quais sdo tipicamente constituidos
por compostos organicos volateis (COVs) (VANCE, 2008), é fundamental para o senso de
orientagdo desses animais (REINHARD, 2004). Alguns estudos ja demonstraram a
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importancia de COVs na orientagdo de flebdtomos na busca de substratos para oviposi¢do, na
procura de parceiros sexuais e na busca de fonte alimentar (DOUGHERTY, WARD e
HAMILTON, 1992; DOUGHERTY, GUERIN e WARD, 1993; HAMILTON, DAWSON e
PICKETT, 1996; DOUGHERTY e HAMILTON, 1997; BRAZIL e HAMILTON, 2002;
HAMILTON, 2008; BRAY, WARD e HAMILTON, 2010).

O sucesso da eclosdo dos ovos, bem como do desenvolvimento larval do qual depende
a formacao do fleb6tomo adulto, ndo se da ao acaso. As glandulas acessorias de fémeas de L.
longipalpis, por exemplo, parecem exercer importante fungéo nesse processo de orientagéo na
busca do substrato adequado, de modo que COVs, como o acido dodecandico, foram
extraidos e detectados tanto nessas glandulas quanto em ovos desses dipteros, e considerados
atrativos, bem como marcadores para orientacdo de outras fémeas (DOUGHERTY, WARD e
HAMILTON, 1992; DOUGHERTY e HAMILTON, 1997). Verificou-se também que extratos
de feno, de racdo e de fezes de coelho sdo atrativos para fémeas gravidas de L. longipalpis e
podem atuar como estimulantes para oviposi¢do, assim como 0s compostos volateis hexanal e
2-metil-2-butanol, detectados em fezes de coelhos e de galinhas (DOUGHERTY, WART e
HAMILTON, 1993; DOUGHERTY, GUERIN e WARD, 1993).

Outros trabalhos demonstraram que o0 sucesso na obtencdo de fonte alimentar
sanguinea, fundamental para a maturacao dos ovos das fémeas de flebotomineos, assim como
de outros insetos hematdfagos, também ndo se deve ao acaso, mas sim a determinadas pistas
quimicas emitidas pelo hospedeiro, as quais atuam como cairdmonios (HAMILTON e
RAMSOONDAR, 1994; BERNIER et al., 2000; PINTO et al., 2001; SMALLEGANGE et
al., 2005; ANDRADE et al., 2008; BRAY, WARD e HAMILTON, 2010), como serad

discutido adiante, na secdo 1.4.

1.3 INTERACOES ENTRE VETOR E HOSPEDEIRO NO CICLO DA LTA

O ciclo de desenvolvimento dos parasitas do género Leishmania tem inicio quando
fémeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) alimentam-se de sangue
humano ou de outros mamiferos para obter as proteinas necessarias para o desenvolvimento
dos ovos durante seu periodo de reproducdo (SHARMA e SINGH, 2008; OMS, 2012). Nesse
processo, esses insetos podem ingerir macréfagos infectados com formas amastigotas de
Leishmania, as quais séo arredondas e desprovidas de motilidade, com tamanho relativamente

pequeno (3-5um) e representam a forma néo infectante desses protozoarios (DOSTALAVA e
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VOLF, 2012). Ao adentrar o intestino do fleb6tomo, esses parasitas, de modo geral, migram
para porcdo posterior e se deparam com condi¢cOes bem diferentes das quais estavam
submetidos, como, por exemplo, reducdo da temperatura e aumento do pH, o que ira
desencadear uma série de alteracdes morfoldgicas correspondentes a diferentes estagios de
desenvolvimento desses parasitos ao longo da migragdo dos mesmos desde a por¢éo posterior
do intestino médio até a sua porcdo mais anterior (KAMHAWI, 2006; DOSTALAVA e
VOLF, 2012).

De acordo com Kamhawi (2006), os principais estagios de desenvolvimento de
Leishmania sdo: (1) as formas amastigotas se transformam, inicialmente, em formas
promastigotas prociclicas, que sdo pequenas, dotadas de um curto flagelo, com pouca
motilidade e iniciam a multiplicacdo celular dentro do flebétomo. Essas formas estdo
presentes no repasto sanguineo recém-ingerido e estdo separadas do intestino médio por uma
matriz peritréfica do tipo I; (2) formas prociclicas se desenvolvem em formas maiores,
delgadas, denominadas de promastigotas nectomonas, capazes de atravessar a matriz
peritrofica e aderir ao revestimento epitelial do intestino do fleb6tomo; (3) promastigotas
nectomonas se desenvolvem para as formas promastigotas leptomonas, as quais irdo sofrer o
segundo ciclo de replicacdo no intestino do fleb6tomo; (4) por fim, ap6s migrar da porcéo
mais posterior da porcdo abdominal do intestino até a valvula estomodeal, duas formas
parasitarias podem ser observadas nessa por¢do mais anterior do tubo digestivo do fleb6tomo:
promastigotas haptomonas e promastigotas metaciclicas. As promastigotas haptomonas tém
formato de folha, flagelo curto, sem motilidade e atuam como conectores na vélvula
estomodeal; (5) as promastigotas metaciclicas correspondem as formas infectivas livre
nadantes, de corpo celular pequeno, flagelo alongado de grande motilidade e altamente
adaptadas para serem transferidas, por meio da picada da fémea de flebotomineo, aos
mamiferos hospedeiros.

Como mencionado acima, fémeas de flebotomineos sdo capazes de transmitir, por
meio da picada, formas promastigotas metaciclicas dos protozoarios Leishmania para o
hospedeiro vertebrado, as quais serdo fagocitadas por celulas de defesa do hospedeiro,
principalmente macrofagos, e no interior dos fagolisossomos irdo se transformar em formas
amastigotas. Estas formas, por sua vez, irdo se multiplicar e infectar novos macréfagos,
localmente ou se disseminando para tecidos mais distantes (REITHINGER et al., 2007).
Fémeas de flebotomineos ndo infectadas podem se infectar ao realizar repasto sanguineo em
um vertebrado infectado e, assim, manter o ciclo de transmissdo da doenca (FIGURA 2).

Portanto, quando infectadas com protozoarios Leishmania, fémeas de fleb6tomos atuam como
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vetores de agentes de leishmanioses e promovem a transmissdo dessas doencas entre
diferentes vertebrados que coabitam uma determinada regido (OMS, 2004; BRASIL, 2013).

Ciclo devida da Leishmania sp.
(transmissdo antroponodtica e zoonotica)

promastigota

promastigota
macrofago . / o | \ o
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Figura 2 - Ciclo geral de vida e de transmissdo de parasitas Leishmania. (A) Ciclo de transmissdo
antroponatico, no qual a fémea de flebotomineo pica o hospedeiro humano e transmite formas promastigotas
metaciclicas dos parasitas (1), as quais infectam, principalmente, macréfagos (2), onde se transformam na
forma amastigota e infectam outros macrdfagos (4), os quais poderdo ser ingeridos no repasto sanguineo de
fémeas de flebotomineos e, assim, recomecar o ciclo de transmissdo. (B) Ciclo de transmissdo zoonético,
similar ao ciclo antropondtico. Fonte: KUMAR e ENGWERDA (2014), com adaptag6es.

Dessa forma, a interface entre vetor e hospedeiro no ciclo da LTA, esta relacionada
com o fato de essa doenca ser causada por um parasita intracelular obrigatério de ciclo
digenético, o qual requer que parte do seu desenvolvimento ocorra no intestino do inseto vetor
e outra parte no interior de células fagocitarias do sistema de defesa dos hospedeiros, que
podem ser, dentre outros vertebrados, humanos e animais domésticos (ex.: céo) ou silvestres
(ex.: roedor). Essas relacdes levam a crer que, além da presenca do vetor, a presenca de outros
hospedeiros pode aumentar as chances de humanos serem infectados.

1.4 ECOLOGIA QUIMICA DE INSETOS VETORES E A BUSCA POR
HOSPEDEIROS HUMANOS — O QUE SE SABE SOBRE FLEBOTOMINEOS?

O gas carbonico, presente no ar exalado de vertebrados, € considerado uma pista
quimica comum, de amplo espectro na atracdo de insetos hematdfagos, que pode ser
percebida a distancias relativamente longas e indicar a presenca de uma possivel fonte
alimentar sanguinea (GILLIES, 1980; NICOLAS e SILLAN, 1989; GUERENSTEIN e



24

HILDEBRAND, 2008). No entanto, outras pistas quimicas, sobretudo a distancias
relativamente curtas, estdo envolvidas no refinamento da escolha do vertebrado e atuam de
modo especifico nas diferentes espécies de insetos hematofagos (DE JONG e KNOLS, 1995).

Diversos trabalhos investigaram o que atrai alguns importantes vetores de doencas,
como Anopheles gambiae e Aedes aegypti (e.g. GEIER et al., 2002; BERNIER et al., 2002;
LOGAN et al., 2008; VERHULST et al., 2010a; SMALLEGANGE, VERHULST e
TAKKEN, 2011; BERNIER et al., 2015). Tais investigacfes evidenciaram que o0s odores
emanados pela pele humana, produzidos principalmente por bactérias existentes na microbiota
da pele, podem orientar e atrair, ou mesmo repelir, esses insetos e, assim, aumentar ou reduzir
as possibilidades de infeccdo através da picada dos mesmos (GEIER et al., 2002;
VERHULST et al., 2010a; SMALLEGANGE, VERHULST e TAKKEN, 2011; ZHANG et
al., 2015). A. gambiae, importante vetor do protozoario Plasmodium spp., e A. aegypti, vetor
do virus da dengue, da febre amarela e, atualmente, bastante conhecido por estar também
envolvido na transmissdo de Zika virus (MUSSO, NILLES e CAO-LORMEAU, 2014,
AYRES, 2016), por exemplo, sdo considerados insetos antropofilicos e demonstram ser
fortemente atraidos pelo odor da combinagdo de compostos volateis, produzidos por bactérias
da microbiota da pele (SMALLEGANGE et al., 2005; SMALLEGANGE et al., 2009;
SMALLEGANGE, VERHULST e TAKKEN, 2011).

Smallegange e colaboradores (2005), por exemplo, avaliaram o comportamento de A.
gambiae quando expostos a uma mistura de doze &cidos carboxilicos e verificaram que estes
insetos foram repelidos pela mistura. Porém, o efeito repulsivo foi anulado quando adicionada
amonia, que demonstrou ser atrativa em diversas concentracdes testadas (13.6, 136, 1.364 e
13.637 p.p.m) e mesmo quando ofertada isoladamente. Contudo, a aménia ndo foi atrativa
qguando ofertada a concentracfes mais elevadas (136.371 p.p.m), de modo que os insetos
demonstraram preferéncia pelo “ar limpo” (sem qualquer composto volatil introduzido
artificialmente no sistema). A quebra da ureia gera amodnia como subproduto e é realizada,
com a acdo da enzima uréase, por diversos microrganismos, tais quais Staphylococcus spp. e
Psudomonas spp. (BENNERMAN e KLOOSE, 1991; BRADBURY, REID e CHAMPION,
2014; MORA e ARIOLI, 2014), os quais podem ser encontrados na microbiota da pele
humana, através da qual € liberada amonia junto com o suor (ANTON e AGAPIOU, 2014).

O é&cido lactico, que também € um subproduto do metabolismo bacteriano
(KAHALID, 2011) e é também encontrado no suor humano, ao contrario da amdnia, nao
demonstrou quaisquer efeitos significativos sobre A. gambiae (BRAKS, MEIJERINK e

TAKKEN, 2001). Embora ndo tenham sido demonstrados efeitos significativos do acido
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latico sobre A. gambiae, esse composto demonstrou ser bastante atrativo para A. aegypti, tanto
quando ofertado de maneira isolada quanto combinado com amonia (GEIER et al., 2002).
Braks, Meijerink e Takken (2001) realizaram experimentos em laboratorio para comparar a
atracdo de A. gambiae por suor humano “fresco” (armazenado a -20°C logo apos a coleta) e
por suor humano incubado (a 37° por dois dias) e verificaram ser o segundo mais atrativo do
que o primeiro em razdo, de acordo com o0s autores, do maior crescimento bacteriano e,
consequentemente, da maior producdo de compostos organicos volateis (e.g. acidos graxos)
no suor incubado.

Geier e colaboradores (2002), no entanto, verificaram que exemplares de A. aegypti
foram atraidos em laboratério pelo cido lactico, isoladamente ou em associacdo com amonia
ou com determinadas concentracfes de acidos graxos de cadeias saturadas (C1 — C3, C5 — C8,
C13 - C18), produzidos por bactérias da pele, sendo essas associagdes mais atraentes do que o
acido lactico apenas. Tais associa¢des resultaram em efeitos diferentes conforme a variacéo
da concentracdo dos acidos graxos. Aquelas contendo, por exemplo, compostos de maior
cadeia carbbnica, com 13 a 18 atomos de carbono, apresentaram efeito dose-dependente na
atracdo de A. aegypti, enquanto &cidos graxos contendo de um a trés atomos de carbono foram
mais atrativos em concentragcdes mais baixas, com efeito, inversamente proporcional a dose.

Smallegange e colaboradores (2013) também verificaram que fémeas de A. gambiae,
tanto ndo infectadas quanto infectadas com Plasmodium falciparum (um dos principais
agentes etioldgicos de malaria em humanos), sdo atraidas por odores da pele humana, porém,
fémeas infectadas parecem ser mais fortemente atraidas. Contudo, esses autores ndo
identificaram o perfil de compostos presentes nesses odores. Mais recentemente, Van Loo e
colaboradores (2015), avaliaram diferentes combinacGes de cinco compostos derivados de
odores humanos, dois dos quais sdo relatados como emitidos por bactérias presentes na pele
(butan-1-amina e 3-metil-1-butanol), e verificaram que algumas combinacdes podem ser
atrativas para Anopheles colluzii e, assim, serem utilizadas como alternativas para o controle e
0 monitoramento da maléria.

Com base nesses achados é possivel perceber que diferentes insetos vetores podem
apresentar diferentes comportamentos quando expostos a determinados compostos volateis,
de modo que um composto volatil, ou uma combinacdo de compostos, que é atrativo para
uma espécie pode ndo ser para outra. Grande parte desses estudos de ecologia quimica
abordaram, principalmente, as interacfes entre humanos e 0s vetores de agentes etiologicos da
maléria e do virus da dengue/febre amarela/zika/chikungunyia. Pouco se sabe, entretanto,

sobre o comportamento de insetos vetores de leishmanioses diante desses odores e sobre as
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interacOes destes com 0s seus hospedeiros, a respeito das quais as publicacdes cientificas nos
ultimos trinta anos séo escassas.

Hamilton e Ramsoondar (1994) verificaram em laboratério que tanto machos como
fémeas de L. longipalpis, principal vetor de Leishmania infantum nas Américas (YOUNG e
DUNCAN, 1994; KILLICK-KENDRICK, 1999), sdo atraidos por odores da pele humana,
porém as fémeas sdo mais fortemente atraidas. Tal investigacdo foi conduzida, basicamente,
com placas de Petri manuseadas (teste), onde cada voluntario permaneceu durante cinco
minutos movendo as m&os sobre a superficie das placas, e ndo manuseadas (controle). Os
autores constataram ainda que as fémeas foram mais responsivas do que os machos e que
populacdes de L. longipalpis de procedéncias diferentes apresentaram diferentes graus de
antropofilia.

Rebollar-Tellez e colaboradores (1999) realizaram experimentos semelhantes aos que
Hamilton e Ramsoondar realizaram em 1994, porém, a partir das placas manipuladas pelos
voluntarios, realizaram a extracdo dos odores, impregnados durante a manipulacdo, com
diferentes solventes organicos e demonstraram, pela primeira vez, que € possivel extrair
odores da pele humana impregnados nas placas a partir da lavagem das mesmas com
solventes organicos ndo polares. Com esse procedimento, os autores testaram a atragéo de L.
longipalpis e concluiram que os atrativos presentes na pele humana devem ser de natureza
volatil e a presenca ou auséncia dos mesmos influencia na atratividade de cada pessoa para
esses flebotomos.

Pinto e colaboradores (2001), por sua vez, testaram armadilhas em campo para
capturar exemplares de L. (N.) whitmani e L. (N.) intermedia com base na presenca de odores
humanos e de diferentes niveis de dioxido de carbono. Nesses testes, esses insetos
demonstraram maior atracdo por armadilhas, constituidas por tendas, que exalavam didxido
de carbono e que continham um humano adulto em seu interior do que por armadilhas que
exalavam apenas diéxido de carbono. Os autores verificaram ainda que as fémeas
apresentaram maior tendéncia a serem atraidas pelos odores humanos do que 0s machos.

Alguns trabalhos realizados tanto em campo quanto em laboratorio demonstraram que
fémeas de Nyssomyia neivai, também consideradas como vetores de agentes etiologicos de
LTA no Brasil, sdo atraidas pelo octenol (PINTO et al, 2001, PINTO et al, 2012), composto
organico volatil presente no halito e no suor humano (BERNIER et al., 2000; XUE et al.,
2008). Capturas em campo de L. longipalpis e L. (N.) intermedia foram intensificadas com a
utilizacdo de um polimero dispensador de octenol, colocados em armadilhas modificadas do
tipo de CDC, o que demonstrou que esses flebdtomos também sdo atraidos por esse composto
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(ANDRADE et al., 2008). Sant’Ana e colaboradores (2002) avaliaram as respostas
eletroantenogréaficas de fémeas de L. longipalpis e verificaram que esses animais sdo capazes
de detectar 1-octen-3-ol (octenol) em correntes de ar. Em consequéncia desses achados,
trabalhos recentes sobre o comportamento de flebdtomos diante de compostos organicos
volateis tém utilizado esse alcool insaturado como controle positivo em testes de atracdo em
laboratério (PINTO et al., 2012; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014; MACHADO et
al.,2015).

1.5 METODOS DE CONTROLE DE FLEBOTOMINEOS

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — OMS (2016), o manejo de insetos vetores
consiste em uma acdo multisetorial que pode representar uma alternativa de custo
relativamente baixo e eficiente para o controle de doencas. O controle de flebotomineos como
alternativa para a prevengao/controle das leishmanioses, no entanto, é complexo e ainda ndo
existe uma ferramenta de amplo espectro e eficiente para 0 manejo desses vetores (KILLICK-
KENDRICK, 1999;: ALEXANDER e MAROLI, 2003; AMORA et al., 2009; GOLDING et
al., 2015). Tal complexidade se deve a diversos fatores, como, por exemplo, a dificuldade de
se encontrar criadouros naturais de formas imaturas de flebotomineos, o que faz com que a
maior parte dos métodos de controle seja aplicada as formas adultas dos mesmos
(ALEXANDER e MAROLL, 2003).

Acdes aplicadas as formas adultas, entretanto, parecem ser dificeis de atingir um
efeito de largo espectro, dada a variedade de espécies flebotominicas envolvidas nos ciclos
das leishmanioses (KILLICK-KENDRICK, 1999; ALEXANDER e MAROLI, 2003;
SHARMA e SINGH, 2008; AMORA et al., 2009; BATS et al., 2015) e da diversidade de
habitats nos quais se ddo sua ocorréncia. O controle da leishmaniose visceral americana, por
exemplo, deve ser focado no controle do seu principal vetor, L. longipalpis, que tem ampla
ocorréncia geografica e, apesar de ser mais frequente em regides abertas e do semiérido, €
também urbanizado (ALEXANDER e MAROLLI, 2003; COSTA, 2008; ALBUQUERQUE et
al., 2009), enquanto a leishmaniose tegumentar americana, por sua vez, é mais frequente em
zonas rurais e de florestas, geralmente em ambientes de umidade relativamente alta
(ALEXANDER e MAROLL, 2003).

O manejo ambiental, o controle quimico e o controle bioldgico estdo entre o0s

principais métodos ja aplicados para o controle de vetores de leishmanioses. As alternativas
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de controle quimico estdo associadas ao uso de inseticidas e repelentes, utilizados na pele,
roupas ou no interior das casas. O manejo ambiental como método de controle de
flebotomineos estd, geralmente, associado ao desequilibrio das condi¢cGes ambientais nos
criadouros naturais, a fim de torna-los impréprios ao desenvolvimento desses insetos
(ALEXANDER e MAROLLI, 2003; AMORA et al., 2009). Esse desequilibrio pode ocorrer de
forma natural, com a ocorréncia de chuvas fortes e inundacdes e consequente destruicdo de
criadouros, tais como troncos, frestas em rochas e arvores, bem como o proprio solo, ou ser
decorrente da intervengdo humana, como, por exemplo, com a poda de &rvores para aumentar
a incidéncia de luz solar nas florestas e, assim, alterar as condi¢Ges de umidade e temperatura
do solo, o que pode vir a perturbar criadouros naturais de flebotomineos (AMORA et al.,
2009; BRASIL, 2013). Contudo, pouco se sabe sobre a eficiéncia desse tipo de controle e
intervencgdes e quais as consequéncias para outros organismos habitantes da mesma area de
acao.

O controle quimico, por sua vez, ja foi amplamente testado, aplicado com frequéncia
em ambientes interiores e inclui, por exemplo, organoclorados  (ex.:
diclorodifeniltricloroetano - DDT), organofosfatos (ex.: malation), carbamatos (ex.: propoxur)
e piretroides (permetrin e deltametrin) (KILLICK-KENDRICK, 1999; ALEXANDER e
MAROLLI, 2003; SHARMA e SINGH, 2008; AMORA et al., 2009). Essas alternativas, apesar
de serem vantajosas pela capacidade de atuar sobre um amplo espectro de insetos e ser de
custo relativamente baixo (ALEXANDER e MAROLI, 2003; SHARMA e SINGH, 2008),
tem caido em desuso e, alguns produtos, como o DDT, teve uso proibido, em razao dos riscos
de contaminacdo ambiental, intoxicacdo de organismos e do desenvolvimento de resisténcia
do vetor (KILLICK-KENDRICK, 1999; ALEXANDER e MAROLI, 2003; SHARMA e
SINGH, 2008; AMORA et al., 2009).

Métodos de controle biolégico podem atuar, por exemplo, sobre formas larvais e
promover a interrupcdo do desenvolvimento do flebétomo, sobre formas adultas, com a
inducdo da morte do inseto ou, ainda, promover a morte de parasitas Leishmania no intestino
do flebotomo e assim auxiliar no controle da transmissdo das leishmanioses. Larvas de L.
longipalpis no terceiro estadio, por exemplo, sdo suscetiveis a Bacillus thurigiensis sorovar
israelenses (WERMELINGERR et al., 2000) e, assim, essas bactérias podem, a principio, ser
consideradas potenciais ferramentas de controle de fleb6tomos em seus criadouros naturais.
Algumas plantas, como Solanum jasminoides, Ricinus communis e Bougainvillea glabra sao
toxicas para flebotomos adultos (SHARMA e SINGH, 2008). Outras, como Capparis

spinosa, Ricinus communis e Solanum luteum, sdo utilizadas como fonte de alimento para
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Phlebotomus papatasi, vetor de Leishmania major, e demonstraram ser capazes de reduzir a
longevidade desses insetos bem como induzir a mortalidade e a reduzir viabilidade de L.
major em experimentos realizados em laboratério (SCHLEIN e JACOBSON, 1994,
JACOBSON e SCHLEIN, 1999; SCHELEIN, JACOBSON e MULLER, 2001). Achados
dessa natureza podem representar uma alternativa economicamente viavel e ecologicamente
equilibrada para o controle de fleb6tomos e das leishmanioses, através, por exemplo, da
utilizacdo de plantas como barreiras de protecdo em residéncias localizadas em areas
endémicas.

O uso de semioquimicos tem sido sugerido como método de controle de flebétomos,
sobretudo com o desenvolvimento de métodos de captura mais eficientes e mais praticos do
que os utilizados atualmente, tais como a captura manual, o uso de armadilhas luminosas,
como as do tipo CDC (desenvolvidas pelo Centro de Controle de Doencas dos Estados
Unidos — Center of Diseases Control - CDC) e armadilhas adesivas do tipo “sticky trap”
(PINTO et al., 2001; MONCAZ et al., 2013). Alguns trabalhos tiveram sucesso com o0
aumento da captura de fleb6tomos em campo através da utilizacdo de armadilhas impregnadas
com odores de hospedeiros e didxido de carbono (PINTO et al., 2001; ANDRADE et al.,
2008; BERNIER et al., 2008; MONCAZ et al., 2013). Apesar do sucesso, 0 uso de didxido de
carbono, assim como de armadilhas luminosas, implica, geralmente, em custo relativamente
elevado para a manutencdo das mesmas em campo. Assim, compostos volateis que atuem
como cairomdnios ou feroménios para flebotomineos sdo possiveis candidatos para serem
utilizados em estratégias de controle e monitoramento desses insetos, tanto com o aumento da
eficiéncia de armadilhas ja existentes, quanto com a possibilidade de se elaborar métodos
mais simples e mais baratos com odores que possam exercer forte atracao para esses vetores.

O conhecimento acerca desse tema ainda € limitado e precisa ser mais explorado,
principalmente diante da diversidade de vetores de protozoarios causadores de leishmanioses,
sobretudo de LTA. E importante investigar as relacdes bésicas envolvidas entre diferentes
espécies de flebotomineos com esses odores e o conhecimento da ecologia quimica desses
vetores podera auxiliar na formulacdo de estratégias de controle tanto para o inseto adulto
quanto para as suas formas larvais. O aprimoramento de armadilhas de captura é sem duvida a
aplicacdo mais rapida e direta para 0 monitoramento e controle das formas adultas de
flebotomineos. Contra formas imaturas, feroménios que estimulem a oviposi¢cdo, por
exemplo, podem ser utilizados na preparacdo de substratos mais atrativos para fémeas adultas
gravidas, de modo a direcionar a formacdo de criadouros e assim, facilitar a aplicagédo de

larvicidas. Além disso, compostos volateis emitidos por hospedeiros, capazes de atrair ou
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repelir fleb6tomos, podem ser emitidos também por outros organismos, tais como plantas.
Esses organismos, por sua vez, quando utilizados por flebotomineos para alimentacédo, podem
reduzir a longevidade dos mesmos ou, ainda, exercer efeito leishmanicida, como mencionado
anteriormente (JACOBSON e SCHLEIN, 1999; SCHELEIN, JACOBSON e MULLER,
2001).

1.6 MEFS-HS/CG-MS COMO ESTRATEGIA PARA O ESTUDO DE ODORES

Os odores humanos tém sido investigados com os mais variados propdésitos, desde, por
exemplo, a caracterizacdo do perfil de odores na busca de possiveis feromodnios humanos,
como na busca de compostos organicos volateis (COVs) presentes no halito, os quais possam
servir como marcadores de determinadas doencas e, assim, como serem utilizados como
ferramenta ndo invasiva e de baixo custo no diagndstico das mesmas, sobretudo como
potenciais marcadores de diversos tipos de cancer (DORMONT, BESSIERE e COHUET,
2013; HAICK et al., 2014). Além dessas aplicacdes, os estudos relacionados aos odores
humanos, principalmente aqueles emanados da pele, tém sido realizados para compreender as
relacBes entre insetos antropofilicos hematdfagos vetores de doencas e os odores exalados da
pele humana, a fim de se investigar e identificar odores chaves envolvidos nas relagdes de
atracdo/repulsdo entre esses vetores e o hospedeiro humano e, assim, buscar desenvolver
alternativas de controle dessas doencas (DORMONT, BESSIERE e COHUET, 2013).

Para a determinacdo do perfil de COVs dos odores da pele humana, ndo ha um
protocolo padrdo. Diversos métodos podem ser aplicados para coletar, extrair, transferir e
detectar odores da pele humana (PANDEY e KIM, 2011). Contudo, a combinacdo das
técnicas de Microextracdo em Fase Solida (MEFS) e de Cromatografia Gasosa (CG) acoplada
a Espectrometria de Massas (EM) tem sido aplicada com sucesso nas etapas de extragdo,
separacdo e deteccdo dos compostos organicos volateis (COVs) que compde esses odores
(VAS e VEKEY, 2004; GALLAGHER et al., 2008; DORMONT et al., 2013).

A MEFS consiste em uma técnica de microanalise onde o processo de extragdo e pré-
concentracdo de analitos é realizado com uma fibra Otica revestida por um polimero. De
acordo com Valente e Augusto (2000), no processo de MEFS-HS ¢é utilizado uma fibra otica
de silica fundida recoberta por um fino filme de um polimero (exs.: polidemetilsiloxano —
PDMS; poliacrilato — PA), no qual os COVS da amostra podem, por afinidade, aderirem-se

nos sitios de ligacdo da fibra, para depois serem dessorvidos no sistema CG-MS. A fibra mais
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adequada ira depender do perfil qualitativo dos COVs da amostra testada e é bastante
vantajosa por ser simples, sensivel, ndo requer a utilizacdo de solventes, tem alta capacidade
de concentracdo dos volateis a serem extraidos, é aplicavel a diversos tipos de analitos e
facilita o transporte do material extraido até o injetor do cromatografo, onde ocorre a
dessor¢do térmica dos compostos adsorvidos, para que ocorra entdo a separagao e deteccdo
dos mesmos (FIGURA 3) (VALENTE e AUGUSTO, 2000; DORMONT, BESSIERE e
COHUET, 2013).
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Figura 3 - Esquema bésico das etapas de Microextragdo em Fase Sélida — MEFS no modo headspace - HS.
(Fonte: Valente e Augusto, 2000).

Quando ndo se sabe ao certo qual o perfil de moléculas esperado, quanto a polaridade,
tamanho e peso molecular, por exemplo, é aconselhdvel testar fibras com caracteristicas
diferentes para avaliar qual é a mais eficiente para a extracdo dos COVs da amostra estudada.
A TABELA 1 mostra as fibras comercialmente disponiveis mais comuns e suas respectivas
caracteristicas (VALENTE e AUGUSTO, 2000; SULPECO INC., 2016). As fibras de
Polidemetilsolixano/Divinilbenzeno - PDMS/DVB e a
Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano - DVB/CAR/PDMS estéo entre as opg0es mais
utilizadas em analises de COVs da pele humana (CURRAN et al., 2005; ZHANG et al., 2005;
GALLAGHER et al., 2008).



32

Tabela 1- Principais tipos de fibras comercialmente disponiveis e suas respectivas caracteristicas.

Tipo Composigéo Lt (um) AT°C Aplicacédo
Né&o PDMS 7; 200 —320;  Compostos ndo polares (PM = 125 — 600);
polar

Volateis, aminas € compostos nitro
30; 100 200 — 280 aromaticos;

Polar PA 85 220 - 310 Medianamente a compostos altamente
polares, como fenois. Cetonas e alcoois.
Volateis de média e alta volatilidade.

Bipolar PDMS/DVB 65 200 - 270 Volateis e ndo volateis e baixa e alta
polaridade.
DVB/CAR/PDM 50/30 230—-270  Volateis e semivolateis. C3-C20. PM = 40-
S 275.
CAR/PDMS 75/85 250 — 310 Volateis de baixo peso molecular (30 — 225)

Lf = espessura de recobrimento da fibra; AT °C intervalo de temperatura para dessorcao da fibra.

Frequentemente, a técnica de MEFS ¢é aplicada apds coleta prévia dos odores da pele
através de, por exemplo, pedacos de gaze ou algoddo, que, depois de friccionados contra a
pele durante um determinado tempo, podem ficar impregnados com 0s compostos presentes
nesses odores, 0s quais sdo entdo extraidos desses materiais, indiretamente, pela acdo de
solventes, ou diretamente, por volatilizacdo térmica, seguida da aderéncia, por afinidade, em
uma fibra adsorvente (VALENTE e AUGUSTO, 1999; DORMONT, BESSIERE e
COHUET, 2013). Contudo, 0 uso dessas matrizes apresenta a desvantagem de se obter
também compostos que ndo compde o perfil de COVs da amostra coletada e que muitas vezes
sdo inerentes ao proprio material, pois, ainda que estes sejam biologicamente estéreis, ndo o
sdo do ponto de vista quimico (PRADA, CURRAN e FURTON, 2010). A captura dos COVs
pode ser realizada por meio de contato direto da fibra com a pele (DORMONT et al., 2013),
porém, esse método se torna financeiramente inviavel quando ha a necessidade de se coletar
amostras de um namero relativamente grande de pessoas em campo, pois seria necessario
uma fibra para cada individuo, o que oneraria muito esse tipo de estudo, dado o custo

relativamente alto desse polimero.
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Desse modo, observou-se a necessidade de se desenvolver um método alternativo
para a coleta de odores da pele de pessoas na area de estudo, o qual fosse de baixo custo,
possivel de ser realizado em poucos minutos, de forma indolor e com muito baixo ou nenhum
risco de reacdes adversas na pele dos voluntarios (tais como alergia e/ou irritacdo), e que
permitisse o processamento rapido e direto, sem pré-tratamentos, a fim de minimizar os riscos
de contaminacgdo das amostras.

Diversos trabalhos desenvolvidos na area da ciéncia forense relataram a utilizacdo de
pelos humanos como matriz bioldgica para extracdo de COVs com a aplicacdo da técnica de
microextracdo em fase solida, no modo headspace, acoplada a cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (MEFS-HS/CG-EM), para investigacdo de marcadores quimicos
que indiqguem o uso de drogas, tais como maconha, cocaina e alcool (STRANO-ROSSI e
CHIAROTTI, 1999; PRAGST et al., 2001; TOLEDO et al., 2003; BERMEJO et al., 2005).
Pelos de cdes tambeém j& foram utilizados com sucesso na determinacdo do perfil de COVs
exalados por esses animais e inclusive na identificacdo de marcadores para infecgdo por
Leishmania infantum (OLIVEIRA et al., 2008; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014).

A identificacdo dos COVs que compde o perfil de odores da pele humana, sobretudo
daqueles produzidos por bactérias da pele, podera somar um importante conhecimento na
compreensdo das relacGes ecoldgicas entre vetor e hospedeiro e o ciclo de transmissdo das
leishmanioses. Além disso, os conhecimentos obtidos a partir dessa pesquisa podem ainda
fornecer subsidios tedricos para o desenvolvimento de novas alternativas para o controle
dessas doencas como, por exemplo, com o desenvolvimento de repelentes mais efetivos ou de
armadilhas mais atraentes para esses insetos como ja especulado para vetores de outras
doencas, como, por exemplo, a malaria (VERHULST et al., 2010a; VERHULST et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

2.1 JUSTIFICATIVA

A transmissdo das leishmanioses depende diretamente das relagdes entre vetores e
hospedeiros. Desse modo, para o controle dessas doencas é importante compreender ndo
apenas a biologia do parasita no interior do vetor e nas células do vertebrado hospedeiro, mas
também as relacbes ecoldgicas entre ambos, sobretudo no que diz respeito a comunicacdo
quimica através do olfato, haja vista que esse sentido é fundamental para a orientacdo dos
insetos na natureza. Os odores exalados pelos vertebrados podem, portanto, ser cruciais para
localizar a fonte alimentar sanguinea requerida pelo inseto hemat6fago. Como elucidado na
introducdo do presente trabalho, diferentes espécies de insetos vetores de agentes causadores
de doencas que acometem humanos podem apresentar diferentes comportamentos diante dos
mesmos compostos ou diante de uma mesma combinacao de compostos, de modo que o que €
atrativo para uma determinada espécie pode ndo ser para outra, fato este que demonstra a
necessidade de se estudar o comportamento especifico dos diferentes insetos vetores de
doencas na busca da fonte alimentar sanguinea, por meio de pistas quimicas.

Para intervir nas relagdes entre insetos vetores e vertebrados, de modo a prevenir que
0s patodgenos se alastrem em uma determinada comunidade ou populacao, sobretudo humana,
¢ importante conhecer os mecanismos que estdo envolvidos nas interacfes que levam a
transmissdo de uma determinada doenca por um inseto vetor. Apesar de estarem entre as
principais doencas transmitidas por vetores no mundo e estarem incluidas no programa de
controle prioritario da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2010), pouco se sabe sobre as
relacBes quimicas envolvidas entre os insetos vetores de agentes de leishmanioses e 0s odores
humanos.

O conhecimento sobre os COVs e seus efeitos envolvidos nas interagdes entre
humanos e flebotomineos, é importante para a elaboracdo de métodos de controle e
monitoramento das leishmanioses, como, por exemplo, com o desenvolvimento de armadilhas
mais atrativas e eficientes, que poderdo ser utilizadas como importante ferramenta para o
monitoramento da densidade populacional de fleb6tomos em areas endémicas dessas doencas
e para a captura e reducédo desses vetores, de modo a reduzir a transmisséo das leishmanioses.
Além disso, esse conhecimento pode também viabilizar, por exemplo, a identificacdo de

plantas que naturalmente produzem, por exemplo, compostos volateis com efeitos repelentes
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sobre esses vetores e, assim, podem também esses organismos ser utilizados como uma forma
ecologicamente correta e economicamente viavel de prevenir populacbes humanas contra
essas doengas. Portanto, estudos exploratorios que visem fornecer informacdes a respeito da
ecologia quimica entre insetos vetores e humanos sdo de grande importancia para viabilizar o
desenvolvimento de métodos de controle de doengas transmitidas por vetores, que sejam mais
baratos, eficientes e com baixo ou nenhum impacto nocivo ao ambiente.

Outro aspecto motivador para o desenvolvimento deste trabalho foi o fato de que a
disponibilidade de flebétomos é fator limitante para a concretizagdo de pesquisas em
laboratério (VOLF e VOLFOVA, 2011) e, portanto, o desenvolvimento de armadilhas mais
eficientes podera ser util também para viabilizar a realizacdo de diversos trabalhos em
laboratdrio, tais como para o estudo da biologia desses fleb6tomos, avaliacdo da infec¢édo
natural, estudos ecoldgicos que avaliem as interacdes entre vetor, hospedeiro e parasita,
estudos de imunoprofilaxia a partir da saliva de flebdtomos, criacdo e estabelecimento de
coldnia flebotominica em laboratdrio, dentre outros temas.

Uma vez que a LTA é, dentre as leishmanioses, a que apresenta maior incidéncia em
humanos, o presente trabalho teve como objeto de estudo o comportamento das duas
principais espécies de flebotomineos vetores de LTA no Brasil: L. (N.) intermedia e L. (N.)
whitmani, as quais ocorrem, geralmente, de forma simpétrica nas areas de peridomicilios
(MIRANDA et al., 2002; SOUZA et al., 2002; SALOMON, 2009) e apresentam
comportamentos endofilicos e antropofilicos (GOMES et al., 1986; AZEVEDO et al., 1996;
CAMPBELL-LENDRUM, PINTO e DAVIE, 1999; GONTIJO e CARVALHO, 2003).

2.2 HIPOTESE

Assumiu-se no presente trabalho a hipotese geral de que fémeas de Lutzomyia sp.,
vetores de agentes causadores de LTA, sdo atraidas por compostos organicos volateis que

compde os odores da pele humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral deste estudo foi investigar os COVs presentes na pele humana e seus

efeitos na atragdo de vetores de LTA com a finalidade de desenvolver e aprimorar alternativas

para o controle dos mesmaos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar os COVs presentes na pele de moradores de area endémica para
LTA;

2) ldentificar bactérias produtoras dos COVs encontrados;

3) Avaliar a atracdo de flebotomineos capturados em area endémica para LTA

pelos COVs identificados.
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4 MATERIAL E METODOS

Para alcancar o0s objetivos propostos, o presente trabalho foi realizado em,
basicamente, seis etapas, as quais estdo esquematizadas abaixo e estardo descritas nas

proximas segoes:
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4.1 AREA DE ESTUDO, POPULA(;AO DE ESTUDO E ASPECTOS ETICOS
4.1.1 Areade estudo

O Posto de saude da localidade (FIGURA 3) esta as margens da BR-101 (13.50°94.80
S, 39.44°84.84 W), a 275 km de Salvador, capital do estado da Bahia (AMPUERO,
MACEDO e MARSDEN, 2006), e é considerado centro de referéncia no diagnostico e
tratamento para LTA, de modo que atende mais de 90% dos casos de leishmaniose cutanea
(LC) na regido (quase que exclusivamente causada pelo protozoario Leishmania braziliensis),
provenientes tanto da propria localidade, quanto de 14 municipios vizinhos, dentro de um raio
de 34 km, apesar desses também possuirem seus postos de saude locais (JIRMANUS et al.,
2012; LEWNARD et al., 2014).

No Centro de Referéncia para Leishmaniose, na localidade de Corte de Pedra, situada
no municipio de Presidente Tancredo Neves, sdo atendidos pacientes deste municipio e de
outros municipios vizinhos localizados no sudoeste da Bahia— Brasil, e representa uma das
areas de maior prevaléncia de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) do estado
(COSTA et al.,, 1998). Dentre as espécies que atuam como vetores de agentes LTA
predominantes na regido estdo Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia, as quais ocorrem
de modo simpatrico, com flutuacdes em relacdo a predominancia entre elast (MIRANDA et
al., 2002; COSTA, 2005). Segundo Carvalho e colaboradores (2012), a regido abrange mais
de 8000 km? de &rea e estd a 15 — 500 metros acima do nivel do mar, originalmente apresenta
constituicdo vegetal de floresta tropical chuvosa, porém ja sofreu intenso desmatamento para
plantacdo de cacau, banana e mandioca. Quanto aos aspectos climaticos, 0s mesmos autores

relataram média pluviométrica anual entre 1.100 e 2.100 mm e temperatura entre 18 e 30°C.
"“\ . \ !

CORTE DE PEDRA
CENTRO DE

REFERENCIA ind
LEISHMANIOSE

Figura 3 — Posto de Satde de Corte de Pedra. A esquerda, placa de sinalizagdo localizada & margem da BR-101,
com indicacdo da entrada para o Posto de Saude de Corte de Pedra (a direita da foto).

1 Comunicagdo pessoal com o Dr. José Carlos Miranda, em julho de 2016.
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4.1.2 Populagdo de estudo

Trinta e trés moradores da regido de estudo, todos sem histdrico de LTA, participaram
dessa pesquisa. A selecdo dos participantes se deu a partir de um banco de dados construido
durante um estudo epidemioldgico prévio realizado por uma equipe do Servico de Imunologia
do Hospital Universitario Professor Edgar Santos — HUPES/Universidade Federal da Bahia -
UFBA e do Laboratorio de Imunoparasitologia (LIP), do Instituto Gongalo Moniz (IGM), da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador — Bahia, que estabeleceu uma coorte
prospectiva com 264 individuos moradores da regido, para caracterizar a resposta imune
dessas pessoas diante da saliva de L.(N.) intermedia (CARVALHO et al., 2015) e L. (N.)
whitmani, que compdem, predominante, a fauna flebotominica da regido (SANTOS et al.,
2000; MIRANDA et al., 2002; COSTA, 2005).

Para formar um grupo o mais homogéneo possivel, os voluntarios atenderam aos
seguintes critérios de inclusdo: ser do sexo masculino; ter idade entre 18 e 60 anos; residir na
regido de estudo; apresentar exames clinicos sem alteracdes significativas de saude geral; ndo
apresentar antecedentes de alcoolismo e/ou de consumo de drogas; ndo ter antecedentes de
anafilaxia e/ou alergias, doengas autoimunes, enfermidades cronicas e/ou agudas, bem como
de tratamento psiquiatrico e/ou com imunossupressores.

Foram adotados ainda os seguintes critérios de exclusdo para este estudo: ter idade
inferior a 18 anos ou acima de 60 anos; residir fora da regido de estudo; apresentar evidéncia
de lesdo cutdnea ou mucosa, suspeita ou ndo como decorrente de LTA; ter realizado
tratamento prévio com drogas leishmanicidas nos Gltimos seis meses; apresentar evidéncias
clinicas de alteracdes cardiacas, concomitancia de tuberculose, hanseniase, cancer, diabetes
mellitus ou outras doencas graves; apresentar histérico de alcoolismo; tratamento com
corticosteroides ou outro imunossupressor; ter tomado banho e/ou utilizado cremes e/ou sab&o
e/ou perfumes na pele nas vinte e quatro horas precedentes a coleta; estar fazendo uso de
medicamentos topicos ou sistémicos, sobretudo de vitaminas e/ou antibiéticos, na ocasido da
coleta, ter ingerido bebida alcoolica e/ou alimentos condimentados, bem como fumado nas
vinte e quatros horas prévias a coleta.

Além de atender aos critérios de inclusdo, os participantes permitiram a coleta de
sangue por acesso venoso, bem como permitiram a coleta de pelos da superficie de suas peles.
As coletas foram realizadas durante o periodo de 26 de abril a 01 de maio de 2015 e a equipe
de pesquisadores envolvidos teve o Posto de Saude de Corte de Pedra e suas instalagdes, que

inclui estrutura laboratorial e uma casa anexa ao posto, como bases de apoio para o
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processamento e armazenamento das amostras coletadas, bem como para a acomodacgdo dos
pesquisadores durante esse periodo. As amostras bioldgicas dos voluntarios foram coletadas
diretamente nas residéncias dos individuos participantes. Para acessar esses locais,
distribuidos entre zona urbana e zona rural (FIGURA 4), foi necessario um veiculo com

tracéo 4 x 4.
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Figura 4 — Mapa do estado do Brasil com detalhe para o estado da Bahia (A) e mapa da Bahia com detalhe
para 0 municipio de Presidente Tancredo Neves (B). Mapa com a distribui¢do dos locais visitados (codigos
de cada familia — F — visitada com o respectivo nimero de individuos participantes entre parénteses)
durante as coletas em Corte de Pedra — BA (C). Imagem: Google Earth.
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4.1.3 Aspectos éticos

Cada participante dessa pesquisa foi previamente contatado e informado sobre todos
0s critérios a serem atendidos para participar, de forma voluntéria, do presente estudo, bem
como sobre todos os procedimentos aos quais seriam submetidos, e que estdo devidamente
descritos no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1) assinado
por cada voluntério.

Esse estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisas do CPqGM da FIOCRUZ
— Bahia, com nimero de Certificado de Apreciacdo Etica (CAAE) 19778013.6.0000.0040, e

recebeu aprovacao sob nimero de parecer 1.139.243.

4.2 CLASSIFICACAO DOS PARTICIPANTES QUANTO A RESPOSTA IMUNE
HUMORAL PARA SALIVA DE Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia E Lutzomyia

(Nyssomyia) whitmani

A presenca de anticorpos contra saliva para L. intermedia e L. whitmani no soro
sanguineo de individuos residentes em areas de ocorréncia desses insetos pode ser
considerada um marcador de exposi¢cdo aos mesmos, como ja relatado para L. intermedia e
outros flebotomos (VINHAS et al.,, 2007; ANDRADE e TEIXEIRA, 2012; WEINKOPF,
2014; CARVALHO et al., 2015). Assim, para avaliar a susceptibilidade dos participantes
dessa pesquisa a picadas desses vetores de LTA, foi realizado ensaio imunoenzimatico —
ELISA, do inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay, com os soros obtidos a partir do
sangue desses individuos. A resposta anti-saliva do soro de cada individuo foi avaliada a
partir dos resultados obtidos com testes ELISA realizados para a saliva de L. (Nyssomyia)
intermedia e para a saliva de L. (Nyssomyia) whitmani, separadamente.

4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE COLETA, EXTRACAO E
DETECCAO DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (COVs)
PRESENTES EM ODORES DA PELE HUMANA

Por estarem em intimo contato com a pele, assumiu-se neste trabalho que os pelos
atuam como uma malha de retengdo dos odores emanados a partir desse tegumento e,
portanto, podem ser utilizados como amostras superficiais desse tegumento para extracdo dos

COVs emanados a partir do mesmo. Com base nessa premissa, foi realizada uma série de
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experimentos para avaliar a possibilidade de se utilizar amostras de pelos humanos na
determinacédo do perfil de COVs da pele, através da técnica de microextracdo em fase sélida
(MEFS), no modo headspace (HS), acoplada a cromatografia gasosa (CG) associada a
espectrometria de massas (EM) — MEFS-HS/CG-EM, como estd descrito a seguir. Os
compostos 6-metil-5-hepten-2-ona, octanal, nonanal, decanal e geranilacetona, por serem
frequentemente relatados como presentes no perfil de COVs emitidos pela pele humana,
independentemente do método de coleta utilizado (DORMONT, BESSIERE e COHUET,

2013), foram adotados como marcadores de qualidade dessas andlises.

4.3.1 Teste piloto

Inicialmente, foi realizado um teste piloto para avaliar se os pelos poderiam ser
utilizados como matriz para extracdo de COVs da pele humana. O material utilizado nesse
teste foi doado por um membro da equipe de pesquisadores do LIP, de 30 anos de idade na
ocasido, pele branca e com perfeitas condi¢fes de saude. O voluntario ndo ingeriu bebida
alcodlica, nem alimentos condimentados, bem como ndo fumou e ndo tomou banho, ou fez
uso de perfume, nas ultimas vinte e quatro horas que antecederam a coleta. Essas medidas
foram adotadas para minimizar o impacto de fontes exdgenas de COVs no odor da pele do
individuo avaliado (GALLAGHER, et al., 2008; VERSHULST et al., 2011).

O colaborador teve os pelos das pernas, abaixo do joelho, cortados a uma altura entre
1 e 3 mm da superficie da pele, com o auxilio de uma maquina de aparar pelos, marca
WAHL®, modelo CLIPPER 9971516, portatil, com funcionamento a pilha AA. Nesse teste
piloto foram utilizados 300 mg de pelos, divididos entre 3 amostras de 100mg, mensurados
em balanca analitica (precisdo = 0.001g). Cada amostra foi colocada em um vial de 20 ml,
lacrado com uma tampa de aluminio dotada de um septo de silicone.

Os métodos adotados para MEFS-HS/CG-MS, descritos a seguir, foram baseados no
trabalho de Oliveira e colaboradores (2008). Cada vial com 100 mg de pelos foi inserido em
um bloco de aluminio (altura = 4 cm; didmetro = 8 cm), acoplado em uma placa de
aquecimento com temperatura controlada. A extragdo dos COVs dessas amostras foi realizada
com um suporte manual para MEFS (Sulpeco, Bellefonte), equipado com uma fibra de
polidimetilsiloxano/divinilbezeno (PDMS/DVB 65um, Supelco, Bellefonte), a qual foi
exposta, a cada réplica, uma amostra de 100 mg de pelos, através do septo de silicone do vial,
durante 45 minutos e a temperatura de 80°C (FIGURA 5A).
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Apos a etapa de extragdo, a fibra foi recolhida para o interior do suporte e transportada
até o0 CG-MS (Shimadzu GC-2010/QP — 2010 quadropolo de alto desempenho, Japéo), para
as etapas de dessorcdo, separacdo e deteccdo dos COVs. Com auxilio do suporte manual, a
fibra foi inserida no injetor do cromatdgrafo e exposta durante 3 minutos para dessorcao
térmica (FIGURA 5B).

Figura 5 - (A) Microextracdo em fase sélida - MEFS. Injetor manual (a) com a fibra para extragdo exposta no
headspace (b) no interior do vial, através da perfuragdo do septo de silicone da tampa de aluminio pelo suporte
da fibra (c). Bloco de aluminio, sobre placa aquecedora, adaptado para o encaixe do vial de 20 ml (d). (B)
Sistema do cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG-MS), conectados a um computador
com o software.

O sistema CG-MS foi utilizado com as seguintes condigdes de instrumentag&o:
- coluna DB-1MS;

- dessorg¢do térmica: 3 minutos;

- temperatura do injetor: 240°C;

- gas de arraste: He;

- modo de injecdo: splitless;

- presséo: 25 kPa;

- fluxo total: 5 ml/min;

- modo de controle do fluxo: velocidade linear;
- velocidade linear: 30.2 cm/s;

- fluxo da coluna: 0.7 ml/min;

- fluxo de purga: 3 ml/min;
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- programacéo da temperatura: 40°C por 30 min, 2°C min™ até 130°C, 130°C por
15 min, 2°C min™ até 245°C e 245°C por 4 min;

- tempo total de analise: 124.5 min;

- temperatura da linha de transferéncia e da fonte idnica: 240°C;

- energia de impacto de elétrons: 70 eV;

- frequéncia de escaneamento: 2s * de m/z 40 a m/z 400.

Os resultados obtidos com esse teste inicial foram avaliados quanto ao numero total de

picos e a area total obtida nos cromatogramas, bem como a presenca de contaminantes

quimicos.

4.3.2 Padronizacdo do método de MEFS-HS/CG-EM com pelos humanos

Com base nos resultados obtidos no teste piloto, foi realizada uma série de
experimentos para padronizar o método de extracdo de COVs a partir de amostras de pelos
humanos, obtidos com o mesmo voluntario que participou do teste piloto. Inicialmente, foram
avaliados os seguintes parametros para MEFS-HS: fibra de extracdo, temperatura de extracgéo,
tempo de extracdo e a quantidade de pelos (em mg) por amostra. Os fatores relativos ao
CG/EM foram mantidos como descrito no item 4.3.1.

A definicdo de cada variavel (fibra, temperatura, tempo e massa de pelos), deu-se a
partir da avaliacdo quantitativa em relacdo ao nimero de picos e a area total dos mesmos,
obtidos nos cromatogramas de cada fator testado. Além disso, foi levada em consideracdo a
presenca ou ndo de contaminantes quimicos, sobretudo derivados de siloxano, que podem ser
resultantes da degradacdo da coluna cromatografica ou da fibra de extracdo, de modo que séo

considerados contaminantes quimicos nessas analises e devem ser evitados.

4.3.2.1 Fibra de extracéo

Nesse trabalho, as fibras disponiveis para os testes foram a PDMS/DVB 65 um, a
CAR/PDMS 75 pm e a PDMS 100 pm. Para cada uma delas foram realizados testes em
triplicata, com 100 mg de pelos por replica, provenientes do mesmo voluntério e sob as
mesmas condig¢Bes apresentadas no item 4.3.1 Assim, a Unica variavel em cada teste foi a

fibra de extracéo.
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4.3.2.2 Temperatura de extragao

A temperatura é fator de grande influéncia na eficiéncia da MEFS, sobretudo quando a
matriz em andlise € solida. O aquecimento da amostra pode fazer com que os analitos
presentes nela se volatilizem de forma mais intensa e se concentrem no espaco acima da
amostra, denominado headspace (HS), o que facilita o processo de extragcdo pela fibra de
MEFS (ZHANG, YANG e PAWLISZYN, 1994). Assim, foram testadas as seguintes
temperaturas: 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C e 90°C. Cada temperatura foi avaliada em
triplicata (100 mg/réplica), com fibra PDMS/DVB, ao longo de 45 minutos de extracgéo.

4.3.2.3 Tempo de extragéo

A MEFS consiste, basicamente, no equilibrio dos analitos entre a fibra de extracéo e o
meio envolto dela, com base na transferéncia de massas entre a matriz e a fibra através do
headspace (VALENTE e AUGUSTO, 2000). Assim como a fibra e a temperatura, existe um
tempo 6timo durante o qual o processo de MEFS deve ocorrer para que a eficiéncia da
extracdo seja a melhor possivel. Dessa forma, foram testados os seguintes intervalos de
tempo: 10, 20, 30, 40 e 50 minutos de extragdo. Para cada intervalo de tempo, foram
realizados testes em triplicata (100 mg/amostra), com fibra PDMS/DVB e temperatura de
90°C.

4.3.2.4 Massa de pelos por amostra

A massa da matriz de extracdo também pode afetar o rendimento da extracdo de
COVs. Teoricamente, quanto maior a massa utilizada na extracdo, maior devera ser a
intensidade/abundancia dos compostos encontrados. Contudo, o nimero de compostos pode
ou ndo variar conforme a quantidade de amostra disponivel para a extracdo. Nesse trabalho, o
ideal almejado foi trabalhar com a menor massa possivel de pelos, para que as coletas em
campo pudessem ser realizadas de forma rapida e que a quantidade de pelos nas pernas dos
voluntarios nao fosse fator limitante para as analises, pois, algumas pessoas podem apresentar
uma quantidade relativamente maior ou menor que outras.

As massas avaliadas nessa etapa foram definidas com base no trabalho de Oliveira e
colaboradores (2008): 20 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg. Cada extracdo foi realizada em
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triplicata, com fibra PDMS/DVB, a 90°C, durante 40 minutos. Nessa etapa, o fator de maior
relevancia para a escolha da massa a ser utilizada foi o nimero de COVs visualizados nos
cromatogramas, de modo que a menor massa possivel de pelos pudesse ser estabelecida para

as anélises do material a ser coletado dos participantes da pesquisa.

4.4 COLETA E ANALISE DOS COVs QUE COMPOE OS ODORES DA PELE DE
MORADORES DE CORTE DE PEDRA — BAHIA

4.4.1 Coleta e extracdo de COVs

Os procedimentos apresentados a seguir foram adotados com base nos resultados
obtidos no desenvolvimento do método apresentado no item 4.3. Assim, foram coletados 60
mg de pelos das pernas, sés, abaixo dos joelhos (conforme descrito no item 4.3.1) de trinta e
trés individuos, entre 18 e 60 anos, residentes nas proximidades da localidade de Corte de
Pedra — BA. Apos coletadas, as amostras foram imediatamente identificadas e refrigeradas a
-20°C até o momento das analises.

No laboratério de Toxicologia do Centro Tecnolégico de Agropecuédria da Bahia -
CETAB, localizado em Salvador, as amostras foram distribuidas igualmente entre trés vials
de 20 ml. Cada recipiente com 20 mg de pelos foi devidamente lacrado com tampa de
aluminio dotada de um septo de silicone. Os vials foram, individualmente, submetidos a
temperatura de 90°C durante 40 minutos, para a extracdo de COVs, por MEFS, com a fibra
PDMS/DVB. Apds essa etapa, 0s COVs extraidos a partir de cada amostra submetida a MEFS
e agora aderidos a fibra de extracdo, foram transportados na mesma até o injetor do
cromatografo para as etapas de dessor¢do da fibra, separacdo e deteccdo dos compostos
volateis capturados pela mesma, como mencionado no item 4.3.1.

Os cromatogramas obtidos a partir de cada amostra testada foram gerados e analisados
através do software GC-MS solutions. Os tempos de retencdo (TR) e os valores de area de
cada um dos picos obtidos nas analises foram registrados e organizados em uma planilha do
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Office Home and Student 2010) para serem posteriormente
utilizados na identificacdo de cada possivel composto indicado no cromatograma. Deste
momento em diante € importante deixar claro que o TR representa o tempo durante o qual, a
contar do inicio da “corrida” cromatografica, o composto em questdo permaneceu aderido a

coluna cromatografica. Em outras palavras, o TR indica o tempo, apo0s iniciada a anélise, no
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qual o composto emergiu da coluna de cromatografia e detectado pelo detector do sistema
CG-EM. A érea do pico, por sua vez, € um valor adimensional que representa a abundancia do
composto dentro da amostra analisada, de modo que representa um valor relativo. Assim, para
que as intensidades dos compostos pudessem ser comparadas os valores foram transformados

em percentual relativo dentro de cada amostra.

4.4.2 ldentificacdo dos COVs obtidos

A identificacdo dos COVs obtidos com a MEFS a partir das amostras de pelos

coletados foi realizada em trés etapas, como descrito a seguir.

4.4.2.1 Consulta a biblioteca NIST 08

A biblioteca NIST 08, versdo langada em 2008 pelo Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia dos Estados Unidos (National Institute of Standard and Technology — NIST), esta
disponivel com o software GC-MS solutions e consiste em uma base de dados com milhares
de compostos catalogados. Trata-se de uma ferramenta Gtil para guiar a identificacdo dos
compostos obtidos experimentalmente na andlise das amostras submetidas ao sistema CG-
EM. Por meio de comparag6es dos espectros de massas apresentados na NIST 08 foi possivel
verificar quais sdo os compostos de maior grau de similaridade com aqueles presentes na
amostra analisada.

Contudo, a presenga de isomeros, bem como similaridade de estruturas e tipos de
ligacbes quimicas existentes, pode conduzir a uma identificacdo equivocada, ou néo
conclusiva, ja que muitas vezes mais de um composto pode ser sugerido com 0 mesmo grau
de similaridade na biblioteca. Assim, a biblioteca NIST 08, apenas, ndo garante a

identificacdo dos COVs presentes nas amostras.

4.4.2.2 Calculo dos indices de Kovats (KI)

Como segunda etapa da identificacdo dos COVs presentes nas amostras analisadas,
uma solugdo (1 pL) padrdo de n-alcanos (C8-C40) (Sigma-Aldrich, USA) foi injetada

diretamente no sistema CG-EM. Os tempos de retencdo obtidos na analise dessa solugéo
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foram utilizados no célculo dos indices de Kovats de cada composto encontrado nas amostras
testadas, os quais foram, em seguida, comparados aos relatados na literatura, buscados através
da base de dados do governo norte americano, PubChem -
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), para assim confirmar, ou ndo, o que foi sugerido na
consulta a biblioteca NIST 08.

O KI é baseado na relacdo entre os TRs do composto analisado e dos alcanos
encontrados imediatamente antes e imediatamente depois a esse composto, aléem de considerar
0 numero de carbonos presente em cada alcano. O indice de Kovats (KI) foi calculado
segundo a equagdo abaixo, onde t'rG ¢ o TR ajustado do analito desconhecido (i), “n”
corresponde ao numero de carbonos do alcano de menor TR que estd adjacente ao analito,

enquanto “ n+1” representa o alcano adjacente com maior TR (MUHLEN, 2009):

K1 =100n + 100 | log t'rg) — 10g t're)

Iog t'R(n+1) — Iog t,R(n)

4.4.2.3 Injecdo de padrdes analiticos no sistema CG-EM

Para garantir maior nimero de compostos identificados e com o maximo de
confiabilidade, foram injetados no sistema CG-MS, com base nos resultados obtidos nas
etapas anteriores de identificacdo, vinte e trés padrbes analiticos (TABELA 2), adquiridos
junto a Sigma-Aldrich, USA, para obtencdo dos respectivos TRs e, em seguida, comparacao
com os TRs dos analitos identificados.

Tabela 2 - Lista de padrdes analiticos injetados diretamente no sistema CG-EM para identificacdo dos analitos
encontrados nas amostras testadas

Lista dos compostos analiticos injetados no sistema CG-MS

6-metil-5-hepten-2-ona Verbenona Octanal Nonanal
Decanal Undecanal 1-octanol 1-nonanol
1-dodecanol 1-tetradecanol 1-hexadecanol 1-octadecanol
Acido nonandico Acido tetradecandico Tetradecano Pentadecano
Hexadecano Heptadecano Octadecano Nonadecano

Eicosano Fenilacetaldeido Salicilato de 2-etilhexil
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45 AVALIACAO DA EXISTENCIA DE ASSOCIACAO ENTRE O PERFIL DE
COVs DOS VOLUNTARIOS E A CLASSIFICACAO DOS MESMOS
QUANTO A SOROLOGIA PARA SALIVA DE Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia E Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani

Os percentuais relativos registrados para os COVs identificados foram submetidos a
andlises exploratorias para avaliar se existe alguma associacdo entre o perfil de COVs dos
individuos que participaram deste estudo e a sorologia anti-saliva de L. (N.) intermedia e L.
(N.) whitmani. Inicialmente, foi realizada uma Anélise de Componentes Principais — PCA (do
inglés Principal Components Analysis) a fim de buscar COVs que permitam o agrupamento
dos individuos positivos e negativos. Tal analise € um método utilizado para mdaltiplas
varidveis com o intuito de buscar combinacdes mais representativas dos dados através de
combinacges lineares mais convenientes para as analises dos dados e € um método bastante
utilizado e bem aceito para analises quimicas (NETO e MOITA, 1998; BRO e SMILDE,
2014).

Além das andlises de PCA, foram realizadas anélises de correlacdo de Pearson com os
dados transformados para investigar quais compostos estdo mais correlacionados com cada
grupo soroldgico. Andlises de correlacdo de Spearman também foram aplicadas entre os
COVs e a classificagdo soroldgica dos individuos, com a ordem dos atributos definida por
hclust para agrupar os COVs com base em suas distancias de correlacdo, as quais foram
visualizadas graficamente por corrplot. Nesta Gltima anéalise, foram considerados apenas 0s
COVs presentes em pelo menos 60% dos individuos. Esse limite foi definido devido ao fato
de os mesmos testes realizados com 100% e 80% desses COVs nédo revelaram qualquer tipo
de relacdo entre a classificacdo soroldgica dos individuos e os COVs identificados. Analises
de comparacdo de médias entre os grupos sorologicos foram realizadas com o test t de student
para cada COV registrado, tanto composto a composto quanto pelos clusters formados.

As analises de PCA foram realizadas com distancia euclidiana atraves do software
Pirouette 4.5 InfoMetrix, os testes t de student ( p <0,05) com o programa GraphPad Prism,
versdo 5.0, 2007, San Diego CA (www.graphpad.com) e as correlagcbes processadas no

software R, licenca livre, versdo 3.2.3 (www.r-project.org).


http://www.graphpad.com/
http://www.r-project.org/
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4.6 LEVANTAMENTO DA LITERATURA SOBRE OS COVs IDENTIFICADOS E
AS BACTERIAS EXISTENTES NA MICROBIOTA NORMAL DA PELE QUE
SAO CAPAZES DE PRODUZI-LOS

Para investigar se os COVs identificados odores da pele a partir de amostras de pelos
dos participantes da pesquisa podem ser produzidos por bactérias comuns a pele humana, foi
utilizada uma base de dados sobre COVs microbianos, denominada Microbial Volatile
Organic Compounds database — mVOC (LEMFACK et al., 2014), disponivel na internet
através do endereco http://bioinformatics.charite.de/mvoc/. A busca nessa base de dados pode
ser feita de diversas maneiras, através de um ou mais parametros de busca, como, por
exemplo, com o nome do composto buscado, seu peso molecular, férmula molecular,
identidade na base Pubchem /Pubchem ID, grupo quimico e/ou organismos emissor (FIGURA
6).

As buscas foram conduzidas de modo que cada critério de pesquisa foi utilizado
individualmente, a fim de garantir, quando ndo encontrado, que de fato o composto buscado
ndo tem relatos de ser emitido por microrganismos. Além dessa base de dados, para reforcar o
levantamento de literatura, foram utilizadas as ferramentas de busca Google Académico —
Google Scholar (https://scholar.google.com.br) e 0 PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), com as seguintes palavras-chaves (em portugués e
em inglés): “nome do composto” (ex.: tetradecane ou tetradecano), bactéria (ou bacteria) pele
humana (human skin). As bactérias relatadas como produtoras dos compostos encontrados na
base de dados mVOC foram investigadas com o auxilio das ferramentas de pesquisa
mencionadas acima para verificar se 0s microrganismos registrados séo, de acordo com a
literatura, componentes da microbiota da pele humana normal ou ndo Para tal finalidade,
foram utilizadas as seguintes palavras-chaves: “género/espécie da bactéria” + pele humana
(ou human skin) + microbiota normal (normal microbiota).

A base de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) foi também consultada
para confirmar informagdes a respeito dos compostos buscados, tais como pubchem ID, peso
molecular, férmula, outros nomes utilizados para 0 mesmo composto, entre outras
informacdes. Dessa forma, foi tomado o méximo de cuidado durante essa investigagédo, para

evitar quaisquer davidas no levantamento dessas informacoes.


http://bioinformatics.charite.de/mvoc/
https://scholar.google.com.br/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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=

C' | [ bicinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=mvocsearch

Search mVOCs

To search for mVOCs in the mVOC database you can use each search field and dropdown menu seperately or you can combine them
for a more specific mvVOC search.

« Search for a specific mVOC by Pubchem-ID, name or molecular formular. It is also possible to enter a prefix or suffix of names
like "ska" for "skatole". The same applies for molecular formula. By entering "C6", mVOCs containing 6 carbon atoms will be
shown

« Search for several mVOCs in a specific range of molweight or logP

« To view mVOCs by species select a species from the bacienal species or fungal species dropdown menu.

« To view mYOCs by chemical group use the Chemical classification dropdown menu

= To view a species’ signature table chose a species from the bactenal or fungal species dropdown menu.

« Draw your own structure and perform a similarity or substructure search (Structure Search)

« Waich a short example video *‘ or go to the FAQs (7]

Pubchem-ID: e.q. 6736
Name: e.g. Skatole
Formula: e.g. CHIN or C6
Molweight: > < e g. between = 100 and < 300

logP: > < e g between=-15and <2

Chemical Classification | select ¥ e.g. Alkenes, Alcohols or Ketones
Bacterial Species | select v

Fungal Species | select v
Search

Figura 6 - Captura da tela de busca, com as diversas opcdes de critérios para a pesquisa, da base de dados de
compostos organicos volateis microbianos — mVOC.

4.7 AVALIACAO, EM LABORATORIO, DA ATRACAO DE Lutzomyia sp.
PROVENIENTES DO CAMPO POR COVs PRESENTES NOS ODORES DA
PELE DE MORADORES DA AREA DE ESTUDO

A atracdo de Lutzomyia sp. por COVs presentes nos odores da pele de moradores de
area endémica foi avaliada com base no comportamento de fleb6tomos, provenientes do
campo, na presencga desses compostos no interior de um tanel de vento, como sera descrito a
seguir. Esses testes foram realizados no Laboratério de Ecologia Quimica, vinculado ao

Laboratorio de Toxicologia, ambos localizados no CETAB, Salvador.

4.6.1 Obtencao e identificacdo dos fleb6tomos utilizados nos testes de
atracao

As capturas foram realizadas com armadilhas luminosas do tipo Hoover Pugedo (HP),
durante trés noites consecutivas, de 18h — 6h, em Corte de Pedra, a 280 km de Salvador, na
localidade rural de “Toca da Onga” (13°32’S; 39°25"W), onde ha relatos de grande densidade

de flebétomos, com predominancia das espécies L.(N.) whitmani e L.(N.) intermedia
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(SANTOS et al., 2000; MIRANDA et al., 2002; COSTA, 2005). Oitocentas e setenta fémeas,
capturadas em campo, foram utilizadas nos testes de atracdo em tdnel de vento. Os testes
foram iniciados no mesmo dia em que os fleb6tomos foram trazidos do campo e a cada teste
novos insetos foram utilizados. Dessa forma, os insetos foram mantidos em laboratorio até o
momento de sua utilizagdo. A manutengdo dos mesmos em laboratorio laboratoriais se deu
por até no maximo oito dias e, apesar dos cuidados, foi possivel perceber o aumento da
mortalidade no decorrer desse periodo.

Apos as coletas, os fleb6tomos capturados foram mantidos em gaiolas especificas,
confeccionadas com armacdo de arame (aproximadamente 15 cm x 15 cm x 15 cm), envoltas
por tecido voil branco (FIGURA 7), armazenadas em caixas de isopor com chumacos de
algoddo embebidos em 4&gua, trocados diariamente, para manutencdo da umidade
(aproximadamente 80% u.r.) e com refrigeracdo do ambiente para manutencéo da temperatura
(mantida em torno de 26°C). Essas condi¢Bes foram estabelecidas imediatamente apos as
capturas e mantidas até o momento dos experimentos em laboratério. A alimentacdo foi
ofertada de modo continuo até o momento dos testes, com oferta de solucdo 50% v/v de
sacarose (solucdo filtrada de agua com agUcar comum) através de finas tiras de algodéo,
renovadas diariamente, colocadas na face superior de cada gaiola.

Nolga Elia

Figura 7 - Gaiola de insetario, confeccionada com arame e tecido voil, utilizada para o acondicionamento dos
fleb6tomos até 0 momento da realizagdo dos testes (Foto: Nolga Elid).

Fémeas de flebétomos capturados em campo foram separadas em grupos de trés
individuos, os quais foram colocados em cubos de acrilico transparente - camera de liberacdo
(6 cm x 6 cm x 6 cm) com umas das faces movel, e deixados durante vinte minutos em uma
camera de aclimatacdo, na qual os insetos ficaram no escuro e sem oferta de alimento. Apds

esse periodo, cada grupo foi submetido ao teste de atracdo em tdnel de vento.
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Apo6s cada réplica o grupo de insetos (n=3/tubo) testados no tunel de vento foi
imediatamente colocado em tubo de vidro com tampa, devidamente identificado, contendo
alcool 70% e um chumaco de algoddo (FIGURA 8), para evitar que choques mecanicos
destruissem as estruturas morfoldgicas desses insetos, de modo a preserva-los para posterior
identificacdo da espécie. Uma amostra equivalente a 37,5% do total de fleb6tomos

armazenados foi identificada para representar a composicao da populagéo testada.

Figura 8 - (A) Tubos de vidro com tampa, contendo alcool 70% e algod&o para preservacao dos flebdtomos
utilizados nos experimentos em tanel de vento; (B) Detalhe da base do tubo contendo trés fémeas de
Lutzomyia sp.

4.7.1.1 Identificacdo dos flebdtomos utilizados nos testes de atracdo em
tunel de vento

Os procedimentos que serdo descritos nesta secdo foram baseados nos métodos
descritos no trabalho de Damasceno (2007).

Os fleb6tomos armazenados em &lcool 70% apds os testes de atracdo em tanel de
vento foram submetidos, em primeiro lugar, a um processo de clarificacdo para facilitar a
visualizacdo de suas estruturas morfologicas. Para a realizacdo desse procedimento, todo o
alcool contido nos tubos de armazenamento foi retirado para a adicdo de hidréxido de
potassio 10%, o qual foi mantido durante seis horas para promover o clareamento da cuticula
externa dos espécimes. Decorrido esse periodo, o hidroxido de potéssio foi retirado e
adicionado acido acético 10%, o qual foi mantido nos tubos com os flebétomos durante 20
minutos para neutralizar os efeitos do hidréxido de sédio. Apds essa etapa, os fleb6tomos
foram submetidos a trés séries de dgua destilada, cada série com 15 minutos de duragdo. Por
fim, foi adicionado o lactofenol como fluido de montagem para as laminas.

Cada flebotomo foi posicionado em uma lamina de vidro, com uma gota de Berlese

(fixador), com as patas voltadas para baixo e as asas voltadas para cima. Com auxilio de
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estilete entomoldgico e lupa foi realizado, em cada espécime, um corte na juncéo cabega-torax
e outro na juncdo torax-abddémen, de modo que o primeiro corte foi feito para facilitar a
visualizacdo do cibario e da faringe e o segundo para facilitar a visualizacdo da espermateca.
Por fim, a laminula foi posicionada sobre o fleb6tomo para entdo a 1dmina ser analisada ao
microscopio 6ptico, para reconhecimento da espécie com base na chave de identificacdo

proposta por Young e Duncan (1994).

4.6.2  Tunel de vento — protocolo de experimentacéo

Experimentos em tanel de vento foram realizados com sucesso para avaliar a atracao
de flebotomineos, provenientes tanto do campo quanto de criagdes em laboratério, por
determinados compostos organicos volateis (PINTO et al., 2012; MAGALHAES-JUNIOR et
al., 2014; MACHADO et al., 2015). Nesse trabalho, para avaliar o comportamento de fémeas
de Lutzomyia sp., foi utilizado um tinel de vento construido com acrilico transparente, dotado
de portas laterais corredicas, sistema de exaustdo, controle de luminosidade com simulacéo da
luz do dia, luz crepuscular e luz noturna, controle de fluxo de ar e sensor termo higrometro
para monitoramento das condi¢fes internas de temperatura e de umidade relativa do ar
(FIGURA 9).

Os experimentos em tunel de vento descritos a seguir foram baseados nos métodos
propostos por Magalhdes-Junior e colaboradores (2014). Antes de cada teste, o tunel foi
previamente limpo com hexano e o fluxo de ar mantido ligado para retirada de quaisquer
resquicios de odores. Para cada COV testado foram realizadas, pelo menos, dez réplicas, com
trés fleb6tomos cada.

A cada réplica, uma camara de liberacdo, com o grupo de flebétomos ja aclimatados
(20 minutos em jejum e no escuro), foi encaixada em uma plataforma (altura = 25 cm) na
extremidade oposta ao fluxo de ar, posicionada em frente a uma das aberturas de um mini
tunel (comprimento = 120 cm; altura = 15 cm; largura = 15 c¢cm), confeccionado em tecido
voil, adaptado ao tunel de vento para facilitar a visualizagdo do comportamento dos
fleb6tomos e facilitar também a recaptura dos mesmos. Outra plataforma, de mesma altura,
foi posicionada na extremidade oposta do mini tdnel, proxima a fonte do fluxo de ar. Nessa
plataforma foi colocado um papel filtro (4 cm x 4 cm), preso a um suporte, embebido com
200 puL do CQOV testado (FIGURA 9).



55

Figura 9- Tunel de vento utilizado nos teste de atracdo em laboratdrio. (a) Plataforma com camera de liberagdo
encaixada; (b) plataforma com suporte para o papel filtro; (c) termo higrometro com sensor exposto no interior
do tdnel. Fonte: a autora.

Todos os testes foram realizados entre 9h e 19h (por conveniéncia do pesquisador),
com luz vermelha (Unica fonte de luz ligada durante o experimento) (FIGURA 10), fluxo de
ar de 3.06 cm/s, temperatura entre 24 — 26°C e umidade relativa do ar entre 65 — 80%. Os
experimentos consistiram em observac6es de dois minutos, para cada réplica, durante os quais
foi registrado o numero de flebétomos ativados (sairam da camera de liberacdo, mas ndo
ultrapassaram o primeiro terco do mini tunel) e atraidos (ultrapassaram o primeiro terco do
mini tunel, em dire¢do a fonte do odor). Para validar o sistema, foram testados, inicialmente,
0 hexano e o octenol como controles negativo e positivo, respectivamente (PINTO et al.,
2012; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014; MACHADO et al., 2015).

Apesar de ser realizada a limpeza completa do sistema apds cada experimento, foi
estabelecido o limite diario de trés compostos testados por dia, além do controle negativo, a
fim de evitar interferéncias entre as baterias de testes. Por ser o controle negativo, o hexano

foi sempre o primeiro COV testado antes de cada experimento.
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Figura 10 - Condicéo de iluminagdo durante os testes no tunel de vento. Apenas a luz vermelha do tanel ligada.
A seta preta indica a dire¢do do fluxo de ar. Fonte: a autora.

4.7.2 COVs utilizados nos testes de atragdo

Dentre os COVs identificados a partir das amostras de pelos dos individuos de Corte
de Pedra — BA, doze compostos, além dos controles (negativo; hexano e positivo: octenol)
estavam disponiveis para serem utilizados nos testes de atracdo. (todos adquiridos junto a
Sigma-Aldrich, com no minimo 90% de pureza) Quando liquidos tais compostos foram
utilizados puros e quando solidos, foram dissolvidos em hexano a contracdes de 10% e 100%,
com base no célculo de concentragdo comum (g/mL).

Para definir quais compostos seriam testados a cada dia, e a ordem, foi realizado um
sorteio para que tal definicdo fosse feita de forma randdémica e, assim, 0s compostos
pudessem ser avaliados sem qualquer tendéncia de andlise. Os compostos incluidos nesse

sorteio estdo apresentados na TABELA 3.

Tabela 3 — Lista dos compostos organicos voléteis (COVs) que foram testados no tinel de vento. "Foram incluidos nas
concentragdes de 10 e de 100%. Em italico, os COVs utilizados como controle.

Listas de compostos orgénicos voléteis utilizados nos testes de atracéo

6-metil-5-hepten-2-ona Fenilacetaldeido (1S)-(-) Verbenona) Acido nonandico
Tetradecano Hexadecano Nonadecano Eicosano”
1-octanol 1-nonanol 1-decanol 1-dodecanol”

Octenol Hexano
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4.6.4  Andlises estatisticas

Para avaliar as proporcOes de ativacdo e de atracdo de cada composto testado foi
aplicado o teste exato de Fisher (teste F), por ser o teste mais robusto recomendado para
tabelas de contingéncia 2 x 2 (MOTULSKY, 2007). Os percentuais totais de flébotomos
ativados em diferentes intervalos de tempo foram analisados em comparacdo com o controle
positivo, octenol, através de analises de variancia bifatorial (ANOVA dois fatores). Esses
dados foram analisados quanto & normalidade e homogeneidade das variancias. As anélises
foram realizadas com o software GraphPad Prism, versdao 5.0, 2007, San Diego CA

(www.graphpad.com).

4.8 ANALISES DOS DADOS

Os métodos aplicados nas analises dos dados obtidos nesse trabalho foram descritos

em suas respectivas secOes, apresentadas acima.


http://www.graphpad.com/
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5 RESULTADOS

5.1 AREA DE ESTUDO — ACESSO AS RESIDENCIAS DOS VOLUNTARIOS

Para a realizacdo desse estudo foram percorridos 700 km, entre rodovias e estradas de
terra, nas proximidades da localidade de Corte de Pedra, Bahia. No total, foram visitadas vinte
e uma residéncias, onde foi coletado o material dos trinta e cinco voluntarios que participaram
dessa pesquisa. A maior parte das residéncias visitadas estava localizada na zona rural da area
de estudo, muitas vezes com acesso dificil por meio de terrenos acidentados e eventualmente

escorregadios em decorréncia de chuvas (FIGURA 11).

(B) A B

| o
Figura 11 - Imagens caracteristicas da area de estudo. (A) Estrada de terra, caracteristica frequente dos
caminhos percorridos durante as coletas em campo; (B) Uma das residéncias visitadas, localizada na zona rural

da area de estudo. Fonte: Diva Tavares.

5.2 CLASSIFICACAO DOS PARTICIPANTES QUANTO A RESPOSTA IMUNE
HUMORAL PARA SALIVA DE Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia E Lutzomyia
(Nyssomyia) whitmani

De acordo com os resultados dos testes ELISA, 15 individuos apresentaram resposta
soroldgica anti-saliva negativa tanto para saliva de L. (N.) intermedia quanto para saliva de L.
(N.) whitmani, enquanto 18 apresentaram resposta soroldgica anti-saliva positiva para ambas

as espécies de flebdtomos.
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5.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE COLETA, EXTRAGAO E
DETECCAO DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (COVs) PRESENTES
EM ODORES DA PELE HUMANA

5.3.1 Teste Piloto

Foram obtidos cerca de 90 COVs nas anélises de MEFS-HS/CG-EM das amostras
testadas de pelos humanos, dentre os quais, de acordo com a biblioteca NIST 08, foram
detectados os cinco marcadores de qualidade buscados: 6-metil-5-hepten-2-ona, octanal,

nonanal, decanal e geranilacetona (FIGURA 12).
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Figura 12 - Cromatograma com indicagdo dos picos, em seus respectivos tempos de retencdo, correspondentes
aos cinco compostos definidos como marcadores de qualidade: 6-metil-5-hepten-2-ona, nonanal, decanal e
geranylacetona.

Com base nesses resultados, foram realizados testes para padronizar os parametros
envolvidos nas técnicas aplicadas e, assim, aperfeicoar o método, cujos resultados estdo

apresentados a sequir.
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5.3.2 Padronizagdo do método de MEFS-HS/CG-EM com pelos humanos

5.3.2.1 Escolha da fibra de extracdo

A fibra PDMS/DVB foi a que apresentou melhor desempenho, tanto em relagéo ao
namero de picos obtidos nos cromatogramas quanto em relacdo a &rea total dos mesmos,
seguida da CAR/PDMS (FIGURA 13). Com base nesses resultados, a fiora PDMS/DVB foi
escolhida como padrdo para extracdo de COVs de pelos humanos através da técnica de
SPME-HS.

(A) (B)
100,000 - 200 -
50,000 180 -
80,000 160 -
70,000 140 -
60,000 - 120 A
50,000 - 100 -
40,000 80 -
30,000 50 -
20,000 - 40 -
10,000 - - 20 |
0 . . 0
CAR/PDMS PDMS PDMS/DVB CAR/PDMS PDMS PDMS/DVB

Figura 13 - Area total média (A) e nimero de picos totais (B) obtidos nos testes de realizados com cada fibra.

5.3.2.2 Escolha da temperatura de extracdo

O numero de picos obtidos com as diferentes temperaturas testadas variou entre 79 e
200 e esse valor foi diretamente proporcional ao aumento de temperatura. Os maiores valores
foram verificados a 70°C, 80°C e 90°C (n = 200). Dessa forma, a area total/intensidade dos
picos foi o fator determinante para a definicdo desse parametro. Da mesma forma que foi
observada para 0 numero de picos, a intensidade dos mesmos foi também diretamente
proporcional ao aumento da temperatura e, assim, o maior rendimento encontrado foi a 90°C
(FIGURA 14).
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Figura 14 - Variacdo da intensidade dos picos obtidos nas andlises de CG-MS em relacdo a diferentes
temperaturas a partir de amostras de volateis extraidos de pelos humanos com a técnica de MEFS-HS.

5.3.3.3 Escolha do tempo de extragéo

O tempo de extracdo ndo teve grande influéncia em relacdo ao numero de picos
obtidos durante as andlises, porém, demonstrou ter influéncia direta no aumento da
intensidade dos compostos extraidos das amostras de pelos humanos. Os melhores
rendimentos foram obtidos com 40 e 50 minutos de extragdo, com resultados bastante
similares (FIGURA 15). Contudo, quanto menor for o tempo investido nessa etapa, mais
rapidamente as amostras podem ser processadas e, por tal razdo, o tempo de 40 minutos foi
definido como padrdo para extracdo de compostos volateis a partir de amostras de pelos

humanos.
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Figura 15 - Variacédo da intensidade dos picos obtidos nas andlises de CG-MS em relacdo a diferentes tempos de
extracdo a partir de amostras de volateis extraidos de pelos humanos com a técnica de MEFS-HS.

5.3.3.4 Escolha da quantidade (mg) de pelos por amostras

Dentre as massas de pelos avaliadas, observou-se que a intensidade total dos picos foi
diretamente proporcional a quantidade de pelos, de modo que os maiores valores foram
obtidos com 200 mg. No entanto, o0 numero médio de picos foi 0 mesmo para todas as
guantidades testadas (n = 150). Para que a coleta fosse 0 mais rapido e 0 menos invasiva
possivel, além de considerar a possibilidade de que a disponibilidade de pelos poderia ser um
fator limitante em alguns individuos, optou-se por adotar a menor quantidade de pelos
avaliada (m = 20 mg), ja que essa quantidade seria utilizada para todos os individuos, de

modo nao traria quaisquer prejuizos nas analises quimicas dessas amostras.

5.3.3 Coleta e anélise dos COVs que comple os odores da pele de

moradores de Corte de Pedra — Bahia

Foram coletadas amostras de pelos de trinta e trés individuos (15 soronegativos e 18
soropositivos), os quais foram submetidos ao processo de MEFS-HS para extracdo de COVs.
Com as analises dos cromatogramas gerados a partir da CG-EM foram detectados, em média,
150 picos por individuo. A intensidade total média dos mesmos foi similar em ambos 0s
grupos (P=0.230; t = 1.224; df = 32) (FIGURA 16).
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Figura 16 - Intensidade total relativa dos compostos organicos volateis - COVs detectados entre individuos com
sorologia negativa (soronegativos) e individuos com sorologia positiva (soropositivos) para saliva de Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani.

Do total de compostos detectados nas analises cromatograficas foram identificados 42
COVs através de analises comparativas com dados da biblioteca NIST 08 e dos indices
Kovats. Vinte e trés desses compostos tiveram suas identidades testadas e confirmadas com a
comparacdo do tempo de retencdo experimental com o tempo de retencdo do seu respectivo
padrdo analitico sintético (TABELA 4).



64

Tabela 4 - Compostos organicos volateis identificados, em ordem crescente de tempo de retencéo (TR), e seus
respectivos indices de Kovats (IK). CPAS = confirmagdo com padrao analitico sintético.

Composto TR Nome Grupo funcional  1Kexperimental  |Kiiteratura CPAS
(min)
1 16.10 6-metil-5-hepten-2-ona Cetona 966 966 X
2 17.15 Octanal Aldeido 981 981 X
3 18.68 Fenilacetaldeido Aldeido 1002 1002 X
4 22.42 1-octanol Alcool 1059 1059 X
5 23.74 6-metil-3,5-heptadien-2-ona Cetona 1076 1077
6 24.21 Nonanal Aldeido 1084 1083 X
7 27.00 Cis-verbenol Alcool 1123 1123
8 27.76 2-nonenal Aldeido 1133 1134
9 29.50 1-nonanol Alcool 1158 1157 X
10 30.42 Verbenona Cetona 1170 1170 X
11 31.36 Decanal Aldeido 1184 1184 X
12 34.85 2-decenal Aldeido 1236 1236
13 36.91 Acido nonanéico Acido carboxilico 1268 1268 X
14 38.25 Undecanal Aldeido 1286 1286 X
15 41.63 2-undecenal Aldeido 1338 1338
16 44.84 Dodecanal Aldeido 1387 1387
17 45.75 Tetradecano Hidrocarboneto 1400 1400 X
18 46.94 Gamma decalactona Ester 1414 1414
19 47.19 Metilparabeno Ester 1419 1419
20 47.30 Geranilacetona Cetona 1426 1424
21 48.10 Dodecen-1-al Aldeido 1439 1439
22 49.32 1-dodecanol Alcool 1456 1455 X
23 51.47 Tridecanal Aldeido 1486 1486
24 52.44 Pentadecano Hidrocarboneto 1500 1499 X
25 55.97 (E)-2-tridecenal Aldeido 1541 1537
26 51.47 Acido dodecanoico Acido carboxilico 1554 1554
27 61.17 Tetradecanal Aldeido 1588 1588
28 62.55 Hexadecano Hidrocarboneto 1600 1601 X
29 69.09 1-tetradecanol Alcool 1664 1665 X
30 72.02 Pentadecanal Aldeido 1693 1693
31 72.90 Heptadecano Hidrocarboneto 1700 1701 X
32 77.57 Acido tetradecandico Acido carboxilico 1763 1764 X
33 78.32 2-etil-hexil salicilato Ester 1769 1764 X
34 79.20 2-fenil dodecano Hidrocarboneto 1791 1791
35 80.41 Octadecano Hidrocarboneto 1800 1801 X
36 83.64 Acido pentadecanoico Acido carboxilico 1858 1854
37 84.31 1-hexadecanol Alcool 1866 1865 X
38 86.59 Nonadecano Hidrocarboneto 1900 1901 X
39 89.56 Acido hexadecandico Acido carboxilico 1957 1956
40 92.03 Eicosano Hidrocarboneto 2000 2001 X
41 92.62 Palmitato de isopropila Ester 2013 2013
42 95.26 1-octadecanol Alcool 2067 2067 X
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Os compostos identificados sdo pertencentes a, basicamente, seis fun¢des organicas:
Alcool, Aldeido, Acido carboxilico, Cetona, Ester e Hidrocarboneto. Em relacdo ao nimero
de compostos, o maior percentual relativo foi de aldeidos (33.33%; N = 14), seguido de
hidrocarbonetos (19.05%; N = 8) e &lcoois (16.66%; N = 7) (FIGURA 17). Quanto ao
percentual da intensidade total de cada funcdo orgénica, os alcoois foram os compostos mais
abundantes (43.24%) (FIGURA 18).
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Figura 17 - Percentual médio do nimero de compostos pertencentes a cada uma das fungbes organicas
encontradas entre 0s COVs dos individuos avaliados.
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Figura 18 - Percentual médio da intensidade total das fungdes organicas encontradas entre os COVs dos
individuos avaliados.
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Né&o foram verificadas diferencas significativas entre 0s grupos soronegativos e
soropositivos em relacdo ao percentual da intensidade total de cada funcdo organica
encontrada (P = 0.997; t = 0.002; df = 5) (FIGURA 19).

L, 45.00 -
- i
A 40.00
L 35.00 -
€ 30.00 -
=
= 25.00 -
£ 20.00
% 15.00 -
7z 1000 - B Soronegativos
S 5.00 - I
E 0.00 - . . . | , : Soropositivos
oS
= 0 ol o 2 & &®
© Xe) O e x§

R o X AR x &
=) %(; \6(?; o.p (JQV:, "fo" ‘00(\

ha h R

* &
b()" Q“b‘
o
?.(.-

Funcdes orgénicas

Figura 19 - Percentual da intensidade total de compostos organicos volateis pertencentes as suas respectivas
funcgdes quimicas.

54 EXISTENCIA DE ASSOCIACAO ENTRE O PERFIL DE COVs DOS
VOLUNTARIOS E A CLASSIFICACAO DOS MESMOS QUANTO A
SOROLOGIA PARA SALIVA DE Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia E Lutzomyia

(Nyssomyia) whitmani

A andlise de componentes principais (PCA) realizada com todos os individuos, com
inclusdo de todos os 42 compostos identificados, ndo revelou qualquer distingdo entre os
grupos de individuos avaliados (FIGURA 20). Assim, com base nessas analises ndo foi
possivel encontrar compostos, ou grupos de compostos capazes de agrupar individuos de
sorologia negativa e individuos de sorologia positiva para resposta anti-saliva de Lutzomyia
spp. A FIGURA 21 ilustra a variedade da composicdo de COVs presentes nos odores da pele,

extraidos a partir das amostras de pelos, dessas pessoas.
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Figura 20 - Andlises de componentes principais (PCA) com base no total de individuos e nos COVs

identificados. Em vermelho estéo representados os individuos positivos para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani e em verde os individuos negativos.
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Figura 21 - Percentuais relativos dos compostos organicos volateis - COVs identificados nos odores da pele dos participantes do estudo com as analises de SPME-HS/CG-EM

realizadas com amostras de pelos. N =

com sorologia positiva para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani

individuo com sorologia negativa para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani, P =

individuos
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Apesar de ndo ter sido detectado um perfil de odores caracteristico para cada grupo
soroldgico avaliado, foi observado correlagbes positivas entre alguns COVs dentro de cada

um desses grupos quando analisados separadamente (FIGURAS 22 e 23).
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Figura 22 - Correlacdo entre os compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores da pele dos
individuos com sorologia negativa para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e para saliva de Lutzomyia
(Nyssomyia) whitmani. Representacdo grafica por corrplot das correlacbes de Spearman observadas entre os
COVs identificados nos individuos negativos para o teste sorolégico anti-saliva de L. (N.) intermedia e L. (N.)
whitmani. O aumento da intensidade da cor azul indica aumento da correlagdo positiva, enquanto o aumento da
intensidade da cor vermelha indica 0 aumento da correlagdo negativa. Os quadrados delimitados indicam grupos
formados por COVs correlacionados.
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Figura 23 — Correlagdo entre os compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores da pele dos
individuos com sorologia positiva para saliva de Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia e para saliva de Lutzomyia
(Nyssomyia) whitmani. Representacdo grafica por corrplot das correlacbes de Spearman observadas entre 0s
COVs identificados nos individuos positivos para o teste soroldgico anti-saliva de L. (N.) intermedia e L. (N.)
whitmani. O aumento da intensidade da cor azul indica aumento da correlacdo positiva, enquanto o aumento da
intensidade da cor vermelha indica o aumento da correlagdo negativa. Os quadrados delimitados indicam grupos
formados por COVs correlacionados.

Com base nas andlises de correlacdo apresentadas acima, foi possivel perceber que
entre os individuos soronegativos existem seis grupos de COVs que se correlacionam
positivamente. No grupo de individuos soropositivos, por sua vez, foram observados quatro
grupos de COVs que se correlacionam positivamente. Em outras palavras, dentro de cada
agrupamento, ou cluster, encontrado nessas andlises, estdo COVs que se correlacionam
diretamente entre si, de modo que quando um aumenta em abundancia todos os outros do

mesmo grupo aumentam em conjunto. Da mesma forma, quando um diminui, todos os outros
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do mesmo agrupamento também diminuem. Os grupos formados nas analises de “corrplot”

estdo destacados na TABELA 5 a seguir.

Tabela 5 — Grupos obtidos dos compostos organicos volateis correlacionados a partir das analises de corrplot.

Grupos de COVs correlacionados
dentro de cada grupo

Classificacdo soroldgica anti-saliva de Lutzomyia (Nyssomyia)

intermedia e Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani

Soronegativos

Soropositivos

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6

Acido nonandico, 2-dodecen-1-al,
geranil acetona, decanal, 2-
nonenal, dodecanal, pentadecano,
undecanal, 2-undecenal

Nonanal, 2-etilhexilsalicilato,
tridecanal, 1-dodecanol,
pentadecanal.

Eicosano, octadecano,
nonadecano

Octanal, tetradecanol

Isopropil palmitato, hexadecanol,
octadecanol

Tetradecano, verbenona,
hexadecano

Acido nonandico, 2-dodecen-1-al

Geranilacetona, decanal, 2-
nonenal, dodecanal, pentadecano,
undecanal, 2-undecenal, nonanal

2-etilhexilsalicilato, tridecanal, 1-
dodecanol, pentadecanal,
eicosano, octadecano,
nonadecano, octanal

Tetradecanol, isopropil palmitato,
hexadecanol, octadecanol,
tetradecano, verbenona,
hexadecano

A partir desses grupos de COVs correlacionados foram realizados testes t de student

para avaliar se 0 somatorio das intensidades relativas dos COVs componentes de cada cluster

formado dentro de cada grupo soroldgico, ou seja, difere quando seus valores sdo comparados

entre individuos soronegativos e soropositivos. Nessas analises foi detectada diferenga entre

individuos soronegativos e soropositivos apenas em relacdo ao grupo 2 dos soronegativos (P

= 0,0471; t = 2,067; df = 31), de modo que o somatorio dos COVs desse grupo mostrou ser

mais abundante entre os individuos soronegativos do que entre os individuos soropositivos.

Além disso, verificou-se com andlises de correlacdo de Pearson dos dados transformados que

quatro COVs apresentaram correlagdes positivas maiores no grupo de

individuos
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soropositivos do que nos individuos soronegativos: dodecanol (p < 0,01), tetradecanol
(p<0,001), isopropil palmitato (p<0,01) e tetradecano (p<0,05).

55 BACTERIAS COMUNS A PELE HUMANA QUE PRODUZEM OS COVs
IDENTIFICADOS NOS ODORES DA PELE DOS VOLUNTARIOS

A busca na literatura de espéecies ou géneros bacterianos capazes de produzir 0s
compostos organicos volateis identificados neste trabalho revelou dez géneros bacterianos, 0s
quais estdo distribuidos entre quatro filos: Actnobacteria (Actinomycetes spp., Streptomyces
sp.), Bacteriodetes (Prevotella sp.), Firmicutes (Bacillus sp., Leuconostoc sp., Staphylococcus
sp.) e Proteobacteria (Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Serratia sp., Stenotrophomonas sp.).

De acordo com a base de dados mVOC database, 73,80% dos 42 compostos
identificados nesse trabalho sdo produzidos por bactérias, onde 52,38% desse valor representa
COVs que sédo produzidos por pelo menos uma espécie bacteriana ja relatada como comum a
pele humana e 21,42% sdo relatados como produtos de bactérias ndo relacionadas, de acordo
com a literatura atual, com a microbiota da pele humana, mas sim com outras regides do
corpo, como mucosa oral e vaginal, ou provenientes de outras fontes, sobretudo ambientais,
tais como solo e agua, por exemplo. Por ndo serem descritas como espécies comuns a pele
humana, essas bactérias ndo estdo apresentadas nesse trabalho. Por fim, 26,19% dos 42
compostos investigados ndo possuem, até o presente momento, qualquer relato sobre bactérias

capazes de produzi-los. Os dados desse levantamento estdo apresentados na TABELA 6.
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Tabela 6 - Lista dos 42 COVs identificados nos odores da pele dos voluntarios e os géneros/espécies bacterianas descritas na literatura como existentes na pele humana e produtoras dos
respectivos compostos. NR = bactérias ndo relatadas como presentes na pele humana

‘Fung¢do Organica Cov Bactérias produtoras (PPH) Funcdo Orgénica Cov Bactérias produtoras (PPH)
Ac. nonandico Leuconostoc sp. (E)-2-tridecenal -
Ac. tetradecan6ico Prevottela sp.; Pseudomonas spp. Tetradecanal NR
Acidos (Ac.) Ac. pentadecandico NR Aldeidos Pentadecanal -
carboxilicos Ac. hexadecanoico Prevottela sp Fenilacetaldeido Staphylococcus spp.; Serratia sp.;
Stenotrophomonas spp.; Bacillus
) spp.
Ac. dodecandico Serratia sp.
Geranilacetona NR
1-octanol Klebsiella pneumoniae; Serratia sp.; 6-metil-5-hepten-2-ona Actinomycetes sp.; Streptomyces sp.
Staphylococcus aureus.
1-nonanol NR Cetonas 6-metil-3,5-heptadien-2-ona -
Alcoois 1-dodecanol Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas spp.; Verbenona -
Staphylococcus aureus
1-tetradecanol Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas spp.;
Staphylococcus aureus
1-hexadecanol Bacillus subtilis;
1-octadecanol - 2-etil-hexil salicilato -
Cis-verbenol - Palmitato de isopropila -
Esteres
Gamma decalactona NR
Octanal NR Metilparabeno NR
Nonanal Pseudomonas spp.
Decanal Stenotrophomonas maltophilia; Tetradecano Bacillus subtilis; Pseudomonas spp.;
Stenotrophomonas maltophilia;
Serratia spp.
2-nonenal - Pentadecano Pseudomonas spp.; Serratia spp.
2-decenal NR Hexadecano Bacillus subtilis; Stenotrophomonas
Aldeidos maltophilia; Serratia spp;
Hidrocarbonetos Straptomyces spp.
Undecanal Serratia spp. Heptadecano NR
2-undecenal NR Octadecano -
Dodecanal Staphylococcus epidermidis Nonadecano Bacillus sp.; Pseudomonas spp.
Dodecen-1-al Pseudomonas spp. 2-fenil dodecano -

Tridecanal Pseudomonas fragi Eicosano



http://bioinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=ergebnis&species=Stenotrophomonas%20maltophilia
http://bioinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=ergebnis&species=Stenotrophomonas%20maltophilia
http://bioinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=ergebnis&species=Stenotrophomonas%20maltophilia
http://bioinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=ergebnis&species=Stenotrophomonas%20maltophilia
http://bioinformatics.charite.de/mvoc/index.php?site=ergebnis&species=Stenotrophomonas%20maltophilia
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56 AVALIACAO, EM LABORATORIO, DA ATRAGCAO DE Lutzomyia sp. POR COVs
PRESENTES NOS ODORES DA PELE DE MORADORES DA AREA DE ESTUDO

5.6.1 Teste de atracdo em tunel de vento

Nos testes de validag&o do sistema, os fleb6tomos apresentaram resposta positiva tanto
para ativacdo quanto para atracdo ao octenol (controle positivo), com valores estatisticamente
significativos (P = 0.023 para ambos os parametros) quando comparados ao hexano (controle
negativo). Esses resultados indicaram que as condi¢Ges adotadas no protocolo experimental
foram adequadas para a realizagdo dos experimentos.

Dentre os doze COVs testados além do controle, foi detectado comportamento de
ativacdo significativo quando os fleb6tomos foram expostos ao fenilacetaldeido (P = 0,0044),
ao eicosano (P = 0,0257), ao 6-metil-5-hepten-2-ona (P = 0,0352) e ao nonadecano (P =
0,0400). Apesar de néo ter apresentado valor estatisticamente significativo, o percentual de
flebotomos ativados pelo hexadecano foi expressivo (P = 0.0523). Para alguns COVs testados
foi possivel observar que houve maior ativacdo dos fleb6tomos quando expostos ao hexano,
apesar de as analises estatisticas ndo terem apresentado resultados expressivos.

Quanto ao comportamento de atracdo, foram observadas diferencas estatisticas
significativas, comparadas ao controle negativo, nos testes com fenilacetaldeido (P = 0.0328)
e com eicosano (P = 0.0257). Os resultados dos testes de ativacdo e de atracdo estdo

apresentados nas FIGURAS 24 e 25, respectivamente.
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Figura 24 — Frequéncia relativa (%) da resposta de ativagdo das fémeas de Lutzomyia sp. diante dos compostos
organicos volateis testados nos teste de atracdo em tanel de vento. * p< 0.05; ** p<0.01; 1 P = 0.0523.
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Figura 25 — Frequéncia relativa (%) da resposta de atracdo das fémeas de Lutzomyia sp. diante dos compostos
organicos volateis testados nos teste de atracdo em tlnel de vento. * p< 0.05.



76

5.6.2 Identificacéo dos flebotomos utilizados nos testes de atragdo em
tanel de vento

Dos fleb6tomos identificados 78,34% foram classificados como fémeas da espécie
Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia, 11,46% como fémeas de Lutzomyia migonei, 5,10% como

fémeas de Lutzomyia(Nyssomyia) whitmani e 5,10% como fémeas de Lutzomyia fischeri.
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6 DISCUSSAO

A maioria dos estudos publicados nos Gltimos vinte anos que investigou a atracdo de
insetos vetores de doencas por odores humanos avaliou, de modo geral, a atracdo desses
insetos, em laboratério ou em campo, por odores totais, sobretudo da pele (HAMILTON e
RAMSOONDAR, 1994; REBOLLAR-TELLEZ et al., 1999; PINTO et al., 2001; NIJRU et
al., 2006; BERNIER et al., 2007), por odores produzidos por bactérias comuns a microbiota
da pele humana (LEYDEN et al., 1981; BRAKS e TAKKEN, 1999; MEIJERINK et al.,
2000; BRAKS et al., 2001; CURRAN, RABIN e CURTON, 2005; SMALLEGANGE et al.,
2005; SMALLEGANGE et al., 2009; VERHULST et al., 2010a; VERHULST et al., 2010b;
VERHULST et al., 2011; SMALLEGANGE, VERHULST e TAKKEN, 2011) ou, ainda, por
compostos volateis ja descritos na literatura como presentes em odores humanos, exalados
pelo halito, suor ou pela pele (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014; VAN LOON et al.
2015). No entanto, séo escassas as investigagdes mais completas nesse campo, que envolvam,
por exemplo, além dos experimentos de atracdo, a coleta, analise e identificacdo quimica
desses odores, principalmente daqueles provenientes da pele, ja que essa é a interface
envolvida na agdo hemato6faga entre insetos vetores e humanos.

Dentro desse contexto, o presente trabalho pode ser considerado um dos poucos com
essa proposta e é o primeiro a identificar o perfil de compostos volateis que compde o0s odores
da pele de moradores de uma area endémica para leishmaniose, mais especificamente para
LTA, e a testar a atracdo de flebdtomos provenientes da mesma area por esses compostos, de
modo a aproximar as condi¢Ges experimentais em laboratorio as condi¢Bes naturais existentes
no campo. A concretizacdo desse projeto foi possivel gracas a colaboracdo dos funcionarios
do posto de saude de Corte de Pedra, os quais detém grande confianca da populacdo da area
de estudo. E importante salientar que o agente de sadde, constitui, geralmente, o elo entre a
comunidade e o sistema de salde e que essa relacdo de confianca € construida,
principalmente, em razdo de esses profissionais conseguirem, geralmente, transcender as
dimensdes bioldgicas e compreenderem os aspectos socios culturais da populagdo em questdo
(LARA, BRITO e REZENDE, 2011). Nesse trabalho, o agente de saude foi uma ponte
essencial entre a comunidade e a equipe cientifica, de modo que atuou como um facilitador no
acesso as residéncias dos voluntarios, ndo s6 pela confianca depositada nele pela populacgéo,
mas também por conhecer bem as estradas e o endereco de cada participante, o que
possibilitou a concretizacdo da logistica planejada para a execucdo das coletas de material

bioldgico ao longo dessa semana de trabalho em campo.
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Ao assumir que todos os individuos vivem na &rea endémica sob 0 mesmo nivel de
exposicao aos vetores de LTA presentes na regido de estudo, o perfil de odores foi avaliado
como forma de distinguir os participantes desta pesquisa quanto a sua classificacdo soroldgica
em relacdo a resposta imune humoral para a saliva de L.(N.) intermedia e L. (N.) whitmani, de
modo a buscar COVs que caracterizem cada um dos grupos soroldgicos considerados,
soropositivos e soronegativos e, assim, ainda que de modo indireto, sugerir um perfil de
odores que possa estar relacionado com individuos mais atrativos, ou menos atrativos, a esses
vetores.

Dormont, Bessiere e Cohuet (2013) fizerem uma extensa revisdo de literatura a
respeito dos compostos volateis emitidos pela pele humana, na qual afirmaram que existe uma
grande variacdo quantitativa e qualitativa dos COVs presentes na pele humana que ja foram
descritos na literatura e que tal variacdo esté associada a diversos fatores, que envolvem desde
a regido do corpo analisada até o método de coleta e de analise das amostras, sendo a coleta
considerada como a etapa mais critica na busca desses compostos. Segundo esses autores,
mais de 400 compostos ja foram detectados e identificados como provenientes da pele
humana, porém, muitos desses parecem ser contaminantes, geralmente provenientes do
ambiente. No entanto, estudos que realizaram a extragdo de compostos a partir de amostras
confinadas no headspace (espacgo existente acima da matriz analisada em recipiente fechado-
FIGURA 5) sem interferéncia de fatores externos, tais como ar circundante do ambiente,
resultaram na detecgcdo de 20-90 COVs (MEIJERINK et al., 2000; CURRAN et al., 2005;
ZANGH et al., 2005; GALLAGHER et al., 2008; DORMONT et al., 2013).

Dentre os métodos ja utilizados para coleta e identificacdo de COVs da pele humana,
os adotados por Bernier, Booth e Yost (1999) e por Penn e colaboradores (2007) foram os que
apresentaram maiores rendimentos, com a identificacdo de 303 e 373 COVs, através das
analises, respectivamente, de odores impregnados em esferas de vidro, depois de manipuladas
por alguns minutos por quatro voluntarios, e de odores extraidos a partir do contato direto de
fibras PDMS com o suor das axilas de 197 individuos. Verhulst e colaboradores (2013)
também utilizaram esferas de vidro, poréem para coletar odores dos pés de 48 voluntarios, e
identificaram 15 COVs. Dormont et al. (2013), por sua vez, aplicaram quatro métodos
diferentes para coletar odores dos pés de dez voluntérios: (1) extracdo com solventes a partir
de raspagens dos calcanhares; (2) Headspace-SPME, com 15 minutos de equilibrio e 45
minutos de exposic¢do da fibra de SPME; (3) contato direto das fibras de SPME; (4) insercédo
dos pés em sistema fechado com aplicacdo do método de purga e armadilha, com polimero
adsorvente, para captura do ar circundante (Headspace dindmico). Nesse trabalho, os autores
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identificaram um total e 44 COVs, com a maioria deles detectados simultaneamente pelos
quatro metodos aplicados. Jiang e colaboradores (2013), por sua vez, analisaram os COVs
presentes nos odores coletados com uma membrana de PDMS em contato direto com a parte
superior das costas, com o antebraco e coxas de um mesmo individuo. Nesse estudo foram
identificados 99 compostos, dos quais 27 foram encontrados simultaneamente nessas trés
regides avaliadas. E importante mencionar que Bernier, Booth e Yost (1999) utilizaram trés
colunas cromatograficas diferentes, o que certamente contribuiu para a deteccdo e
identificacdo de um maior nimero de compostos. No trabalho de Penn e colaboradores
(2007), por sua vez, coletaram amostras de 197 individuos, o que tambem pode ter sido um
fator favoravel para a deteccdo do numero relativamente alto de compostos, ja que o perfil de
COVs de cada individuo pode ser bastante variavel (DORMONT, BESSIERE e COHUET,
2013).

Todos esses métodos se mostraram eficientes na coleta de odores da pele humana. No
entanto, assim como para outras técnicas que utilizaram, por exemplo, coleta de suor, friccdo
de gazes e algoddo ou uso de camisetas durante algumas horas ou dias, existem nessas
diversos inconvenientes que podem tornar a logistica de um trabalho em campo impraticéavel.
Dentre os principais inconvenientes é possivel citar, por exemplo, o uso de solventes
organicos diretamente na pele, o que pode provocar irritacdo do tecido cutaneo, uso de
laminas para raspagem da pele, que podem oferecer maior risco a integridade fisica dos
voluntarios, necessidade de analise no sistema CG-EM imediatamente apds a coleta, o que
ndo é possivel quando o local de realizagdo das coletas € muito distante do laboratério de
analises, necessidade de pré-tratamentos dos instrumentos de coleta (ex.: gazes e algodao), o
tempo requerido aos voluntarios para coletar as amostras que, a depender do método, pode
variar de alguns minutos até horas ou dias e até mesmo necessidade de que 0s sujeitos
envolvidos na pesquisa realizem atividades fisicas antes das coletas (BERNIER, BOOTH e
YOST, 1999; MEINJERIK et al. 2000; HAZE et al., 2001; CURRAN et al., 2005; CURRAN
et al., 2007; GALLAGHER et al., 2008; VERHULST et al., 2013; JIANG et al., 2013;
DORMONT et al., 2013; VERHULST et al., 2016). Outro fator de grande importancia que
deve ser considerado no planejamento desse tipo de trabalho em campo, com um numero
relativamente grande de participantes, é o custo envolvido na pesquisa, ja que muitas vezes
recursos financeiros podem representar um fator limitante ao desenvolvimento da pesquisa.

A padronizagdo prévia do método de coleta adotado no presente trabalho foi essencial
para assegurar que as coletas em campo seriam produtivas. Os resultados obtidos nessa etapa

atenderam ao requisito minimo de apresentar os marcadores de qualidade adotados, com a
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detec¢do dos picos dos cinco compostos volateis frequentemente relatados na literatura como
presentes nos odores da pele humana: 6-metil-5-hepten-2-ona, octanal, nonanal, decanal e
geranilcetona e (DORMONT, BESSIERE e COHUET, 2013). As analises das amostras
coletadas em campo confirmaram essa eficiéncia, tanto em termos quantitativos como
qualitativos, com a identificacdo de 42 compostos, 0s quais estdo todos dentro das principais
funcBes quimicas mencionadas por Dormont, Bessieré e Cohuet (2013) como comuns aos
odores da pele: é&cidos carboxilicos, aldeidos, derivados de ésteres, hidrocarbonetos
(sobretudo alcanos), alcoois de cadeia curta e cetonas. Aproximadamente 74% do total desses
compostos ja foi relatado em outros trabalhos que utilizaram diferentes métodos de coleta,
extracdo e de andlise para identificacdo do perfil de compostos de odores da pele (QUADRO
1), o que demonstra que a utilizacdo de pelos das pernas como matriz biologica para MEFS-
HS/CG-EM é uma alternativa simples, segura, rapida, relativamente facil de ser executada e
de baixo custo, que pode ser adotada como método de coleta de odores da pele de individuos
no campo.

O estudo da composicao de odores presentes na pele humana é muito complexo, ja que
esta sujeito a diversos fatores que podem interferir nos resultados, ndo apenas em relacdo aos
métodos aplicados nessas investigacfes, mas também em razdo de possiveis variagdes da
grande variacdo de perfis entre diferentes individuos, bem como variacdes da composicao
desses odores em um mesmo individuo, em razdo, por exemplo, de variacbes temporais
(PENN et al., 2006). Contudo, a avaliacdo da composicao dos odores da pele dos individuos
que participaram do presente estudo foi realizada para buscar compostos capazes de atuar
como pistas quimicas na orientacdo de insetos vetores de LTA na area de estudo. Com a
grande variedade de compostos e de suas respectivas intensidades entre os voluntarios, ja
prevista no inicio do trabalho, buscou-se, como explicado na se¢do de material e métodos,
agrupar essas pessoas com base nos resultados da sorologia dos mesmos em relacdo a
presenca de anticorpos anti-saliva de L. (N.) intermedia e L. (N.) whitmani, a fim de guiar a
escolha de possiveis candidatos a serem testados como atrativos quimicos para esses

fleb6tomos.
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Quadro 1 - Compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores da pele humana. COVs presentes na pele humana relatados na literatura obtidos com diferentes

métodos de coleta e de extragdo.

Referéncias

Métodos de coleta e extracdo de odores

COVs identificados no presente trabalho e que ja
foram relatados na literatura

BERNIER, BOOTH e
YOST,1999

Manipulacéo de esferas de vidro (5-15 min) / injecdo criogénica no

CG.

Acido tetradecandico, acido pentadecandico, acido
hexadecanadico, acido dodecandico, tetradecanol,

hexadecanol, tetradecano, pentadecano, heptadecano,

MEIERINK et al., 2000

Coleta de suor/purga e captura em coluna de Tenax seguido de

eluicdo com solucdo 2:1de pentano e éter.

6-metil-5-hepten-2-ona, 6-metil-3,5-heptadien-2-ona,
geranilcetona, 1-octanol, 1-nonanol, 1-dodecanol, 1-

tetradecanol, 1-hexadecanol, octanal, nonal, decanal

HAZE, et al., 2001

Camisas vestidas por 3 dias/extracéo, a partir de pedacos dos
tecidos utilizados, por purga e captura em coluna de tenax-TA

seguido de eluicdo com dietil-éter

2-nonenal, octanal, nonanal, decanal, 1-octanol,

hexadecanol, octadecanol

CURRAN et al., 20072

Manipulacdo gazes de algodéao pré-tratadas/MEFS com fibra
PDMS/DVB/CAR

6-metil-5-hepten-2-ona, octanal, nonanal, decanal,
undecanal, tetradecanal, 2-nonenal, 2-decenal,
octanol, nonanol, tetradecano, pentadecano,
hexadecano, heptadecano, eicosano, acido

dodecandico.

GALLAGHER et al., 2008°

Extracdo com solucdo de 50:50 de etanol e hexano aplicados

diretamente sobre a pele.

Exposicéo direta da fibra de MEFS sobre a pele — MEFS no modo
headspace (fibora CAR/DVB/PDMS)

6-metil-5-hepten-2-ona, geranilcetona, octanal,
nonanal, decanal, 2-etilhexilsalicilato, acido
tetradecandico, &cido pentadecandico, acido

hexadecandico, acido dodecandico
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Quadro 1 (continuagéo) - Compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores da pele humana. COVs presentes na pele humana relatados na literatura obtidos com

diferentes métodos de coleta e de extragdo.

Referéncias

Métodos de coleta/extracdo de odores

COVs identificados no presente trabalho e que ja foram
relatados na literatura

DORMONT et al., 2013

Raspagem superficial da pele dos
tornozelos/lavagem da lamina de raspagem com

dietil-éter ou diclorometano

6-metil-5-hepten-2-ona, geranilacetona, octanal, 2-nonenal,
nonanal, decanal, undecanal, tridecanal, tetradecano,

pentadecano, hexadecano, heptadecano, acido nonandico.

Exposicdo direta da fibra de MEFS sobre a pele
(45 min) modo headspace (fibras PDMS/ DVB e
CAR/DVB/PDMS)

geranilacetona, octanal, nonal, decanal, undecanal, tridecanal,

tetradecano, pentadecano, hexadecano, heptadecano,

Exposicdo da fibra de MEFS por contato direto —
fricgdo suave sobre a pele (fibras PDMS/ DVB e
CAR/DVB/PDMS)

octanal, nonanal, decanal, 2-decenal, undecanal, tetradecano,
pentadecano, hexadecano, heptadecano, acido nonandico,

geranilcetona

Headspace dindmico — sistema de purga e captura,
com coluna de Carbotrap B + Tenax — TA, para
coleta e extragdo de odores dos pés dos voluntarios

colocando dentro de um saco de nalophan. .

Dodecanol, octanal, nonanal, decanal, 2-decenal, undecanal,
tetradecano, pentadecano, heptadecano, tridecenal, acido

nonandico, geranilcetona, hexadecano.

VERHULST et al., 2013

Friccdo de esferas de vidro contra a sola dos pés

(10 min)/dessorc¢do térmica

6-metil-5-hepten-2-ona, octanal, nonanal, decanal,

geranilcetona, &cido tetradecanoico.

JIANG et al.,

Membranas em discos de PDMS colocados
diretamente sobre a pele (60 min)/dessorgéo

térmica

6-metil-5-hepten-2-ona, octanal, nonanal, decanal, 2-
undecanal, tetradecanal, pentadecanal, hexadecanal, 1-
nonanol, 1-dodecanol, pentadecano, octadecano, nonadecano,
eicosano, acido tetradecandico, &cido hexadecandico, acido

dodecandico,isopropil palmitato.
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Como mencionado na secdo 4.2 a presenca de anticorpos contra a saliva de L.(N.)
intermedia e L.(N.) whitmani no soro sanguineo de individuos avaliados pode ser considerada
um marcador de exposicao a esses insetos (VINHAS et al., 2007; ANDRADE e TEIXEIRA,
2012; WEINKOPF, 2014; CARVALHO et al., 2015) e, assim, individuos soropositivos
podem ser considerados relativamente muito picados enquanto individuos soronegativo séo
relativamente pouco picados. Todavia, 0 presente trabalho ndo se prop6s a testar a
atratividade de individuos soronegativos e soropositivos, bem como ndo teve como objetivo
buscar marcadores para cada um desses grupos, mas sim avaliar comparativamente o perfil de
odores desses dois grupos soroldgicos para obter um referencial capaz de indicar COVs ou
conjuntos de COVs com potencial para serem utilizados como atrativos para Lutzomyia sp.,
de modo a fornecer subsidios tedricos para o desenvolvimento de alternativas para o controle
da LTA em areas endémicas.

A busca das relacGes entre o perfil de odores da pele dos individuos e a classificacdo
dos mesmos quanto a resposta imune humoral para saliva de L. (N.) intermedia e L. (N.)
whitmani exigiu extensa exploracdo dos dados, haja vista que a quantidade de COVs
identificados, bem como suas respectivas proporg¢des entre os individuos foi bastante variavel
(FIGURA 23), e resultou em interessantes achados que podem auxiliar no desenvolvimento
de alternativas para o controle da LTA, como sera discutido a seguir. As analises de PCA néo
distinguiram os individuos em relacdo a sua classificacdo soroldgica, porém, foi possivel
encontrar algumas correlagfes caracteristicas dentro de cada grupo avaliado e, com base nas
mesmas, detectar diferencas quanto ao perfil de odores entre o grupo de individuos com
resposta imune humoral negativa para as salivas de L. (N.) intermedia e L. (N.) whitmani e
entre 0 grupo de individuos com resposta imune humoral positiva. Comparados aos
individuos soropositivos, os individuos soronegativos apresentaram, em média, uma maior
proporcdo do somatdrio dos COVs nonanal, 2-etilhexilsalicilato, tridecanal, 1-dodecanol e
pentadecanal. Tal resultado permite especular que o conjunto desses compostos pode atuar
como repelente, de modo que a presenga dos mesmos na pele desses individuos os torna
menos atrativos aos flebotomineos presentes na regido e, por isso, sdo menos picados do que
os individuos soropositivos.

Quando comparadas as correlacbes entre os COVs da pele dos individuos
soronegativos e soropositivos, foi possivel verificar quatro compostos que estdo mais
correlacionados (positivamente) com o grupo de individuos soropositivos do que com o grupo
dos individuos soronegativos: dodecanol, tetradecanol, isopropil palmitato e tetradecano.
Esses compostos, por sua vez, podem ser considerados candidatos para testes de atracdo de
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flebotomineos e, caso exercam de fato efeito de atracdo, podem vir a ser utilizados no
desenvolvimento de armadilhas mais eficientes para o controle e 0 monitoramento desses
vetores de leishmanioses. Para o mosquito Anopheles gambiae, Mweresa e colaboradores
(2016) demonstraram que uma mistura sintética denominada “The Mbita blend” - MB,
conhecida por atrair vetores de maléria tanto quanto um humano, teve sua eficiéncia
aumentada na atracdo desse vetor quando adicionado o alcool dodecanol ao MB. Para o
tetradecanol, isopropil palmitato e tetradecano, entretanto, ndo foram encontrados relatos na
literatura que sugiram esses compostos volateis como atrativos de formas adultas de insetos
vetores de doencas humanas.

Dentre os COVs identificados como mais fortemente correlacionados aos individuos
soropositivos (isopropil palmitato, tetradecanol, dodecanol e tetradecano) os compostos
dodecanol e tetradecano estavam disponiveis para os testes de atracdo em tinel de vento
(TABELA 3), porem, nem um deles influenciam no comportamento dos flebotomineos nos
testes de atracdo em tunel de vento. Dentre os COVs testados que ativaram o comportamento
de voo dos flebotomineos, a cetona 6-metil-5-hepten-2-ona é um dos encontrados com maior
frequéncia na literatura como semioquimico de insetos de importancia médico-veterinaria.
Experimentos em laboratério realizados em olfactémetro em Y, por exemplo, demonstraram
que tal cetona, em baixas concentrac@es, reduz a atividade de voo e a atividade de insercdo da
probdscide de Aedes aegypti na pele humana, a qual foi mensurada pela proporcdo de
mosquitos que inseriram suas proboscides através de malhas colocadas nas extremidades dos
olfactbmetros onde um voluntério expunha sua mao (LOGAN et al., 2008). Também em
laboratdrio, Menger, Van Loo e Takken (2014) registraram a reducdo em 66% do pouso de
fémeas de Anopheles gambiae em uma camera experimental, com controle de temperatura e
umidade, dotada de uma superficie para pouso, a partir do qual foram inseridas fitas de nylon
impregnadas com os odores teste.

A combinacdo das cetonas 6-methyl-5-hepten-2-ona e geranilacetona resultou em um
eficiente repelente, por um periodo relativamente curto, contra 0os mosquitos Aedes aegypti,
Anopheles gambiae e Culex quinquefasciatus, quando utilizado topicamente em voluntarios,
0S quais expuseram o antebraco a esses mosquitos em gaiolas fechadas apropriadas para esse
tipo de experimento (LOGAN et al., 2010). Testes de CG-EM acoplado a eletroantenografico
(EAG) indicaram que a cetona 6-metil-hepten-2-ona é capaz de ativar receptores de odores na
antena de Aedes aegypti e de Anopheles gambiae, 0 que comprova gque esses mosquitos sao

capazes de detectar esse composto, porém, ndo se sabe se ele é de fato um repelente ou se se
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trata de um composto capaz de despistar esses insetos vetores em relagdo as pistas quimicas
na busca de hospedeiros (LOGAN et al., 2008; CAREY et al., 2010).

No presente trabalho, a 6-metil-5-hepten-2-ona, apesar de ter atraido, em valores
absolutos, um maior numero de fleb6tomos do que o hexano, ndo interferiu de modo
consideravel na atracdo das fémeas de Luztomyia sp., mas ativou significativamente um maior
numero desses insetos do que o controle negativo (P = 0.0352). Tais observacGes nédo
permitem concluir se o 6-metil-5-hepten-2-ona é um atrativo ou repelente, pois, o fato de esse
composto ter ativado um percentual de insetos significativamente maior do que o controle
negativo, ndo significa que dizer que essa ativacdo seja em resposta a um estimulo de atracéo.
Pode ser que, a exemplo do que ha relatado para Anopheles gambiae e Aedes aegypti, esse
volatil seja reconhecido por receptores presentes na antena de Lutzomyia sp., no entanto, com
efeito repelente.

Os compostos volateis fenilacetaldeido e eicosano foram os (nicos que promoveram
simultaneamente maior ativacdo e maior atracdo das fémeas de flebotomineos nos testes em
tinel de vento. Segundo a base de dados “The Pherobase”, esses compostos sdo também
encontrados em outros organismos, tais como flores e frutos, e atuam em muitas situagoes
como sinalizadores quimicos para insetos das mais diversas ordens, tais como coledpteros,
lepdopteros, diptera e himenoptera, entre 0s quais podem atuar como atrativos, feromonios,
alomdnios e cairomonios. Para insetos vetores de doencas de importancia médica veterinaria,
verificou-se, através de testes de CG-EM/EAG, que o fenilacetaldeido induz atividade
eletrofisiol6gica em antenas de mosquitos Culex pipiens (Culicidae), insetos comuns em
ambientes domésticos nos Estados Unidos e na Europa e que atuam como vetores de doencas,
tais quais a febre do Nilo e a maléria aviaria (FARAJOLLAHI et al., 2011). Esse composto
organico volatil demonstrou ser atrativo a esses mosquitos, assim como observado no
presente trabalho para Lutzomyia sp., em experimentos de atracdo em tunel de vento
(JHUMUR, DOTTERL e JURGENS, 2007). Para o hidrocarboneto eicosano (C20),
entretanto, ndo foram encontrados registros sobre seu efeito bioldgico no comportamento de
insetos vetores de doencas animais, de modo que o presente estudo é o primeiro a relatar tal
fungéo biologica ao demonstrar que o0 mesmo atraiu de modo significativo Lutzomyia sp. em
tanel de vento.

Além do eicosano, outros hidrocarbonetos testados neste estudo foram o tetradecano
(C14), o pentadecano (C15), o hexadecano (C16) e o nonadecano (C19), os quais induziram,
em valores absolutos, 0 comportamento de ativacdo e de atragdo em um maior nimero de

fémeas de flebotomineos do que o controle negativo, porém tal diferenca nao foi considerada
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significativa pelo teste exato de Fisher e, assim, ndo se pode afirmar que esses compostos séo
capazes de fato de ativar ou atrair os flebotomineos em questdo. Esses compostos foram
investigados na base de dados “The Pherobase” e foi verificado que sdo relatados
principalmente como feromdnios entre espécies das ordens astigmata, dictioptera, heteroptera,
tisanoptera, himendptera e coledptera, sendo que para esta Gltima também atuam com
frequéncia como alomonio, de modo que é produzido pelo proprio organismo e emitido como
mecanismo de defesa contra outra espécie. Contudo, pouco se sabe sobre a funcéo bioldgica
desses compostos entre vetores de doencas.

O hexadecano, apesar de ndo ter apresentado resultados com significancia estatistica
na diferenca da ativacdo de fleb6tomos em relacdo ao controle negativo, ativou um nimero
consideravel desses insetos e a probabilidade de esse efeito ter se dado ao acaso foi de apenas
de 5.23% (P = 0.0523). Contudo, com um maior nimero de réplicas talvez fosse possivel de
fato confirmar o efeito desse composto na ativacdo de fleb6tomos, com reducdo dessa
probabilidade a valores menores que 5%. O mesmo talvez também pudesse ser alcancando em
relacdo ao comportamento de atracdo, haja vista que, apesar de ndo ter sido encontrada
diferenca com significancia estatistica entre hexadecano e o controle negativo, o primeiro
atraiu mais fémeas do que o segundo. Ainda que registros sobre a acdo semioquimica do
hexadecano entre insetos vetores de doencas ndo tenham sido encontrados, ha diversos
registros na base de dados “The Pherobase” sobre a agdo desse composto como, por exemplo,
feroménios, entre outros insetos, inclusive dipteros, tais como Lycoriella mali e Anastrepha
fraterculus, conhecida como “mosca da fruta”. Além disso, os resultados encontrados no
presente trabalho indicam que hd uma tendéncia desse composto em atrair fémeas de
Lutzomyia sp. em laboratdrio.

Outro composto testado que deve ser destacado aqui € o nonadecano, que promoveu a
ativagdo dos flebotomineos avaliados nos experimentos em tdnel de vento. Para esse
hidrocarboneto também nédo foram encontrados relatos sobre seus efeitos na ecologia quimica
de formas adultas de insetos vetores de doengas, de modo que este parece ser o primeiro relato
a respeito. Assim como observado para 0 composto 6-metil-5-hepten-2-ona, 0 nonadecano
ativou, porém ndo atraiu fémeas de Lutzomyia sp. nos testes em tinel de vento, de modo que
esse resultado ndo permite concluir se tal composto € um potencial atrativo ou repelente para
esses insetos. Todavia, faz-se necessario a realizagdo de novos testes para avaliar a funcéo
bioldgica desse alcano no comportamento desses vetores de leishmanioses.

O octanol (C8) ja foi relatado como atrativo para machos de Lutzomyia longipalpis
(MAGALHAES-JUNIOR et al., 2014) e para fémeas de Nyssomyia neivai (MACHADO et
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al., 2015), espécies de flebotomineos vetores de LV e LTA, respectivamente. Entretanto, no
presente trabalho ndo foram observados quaisquer efeitos significativos no comportamento de
ativacdo ou de atracdo dos flebdtomos capturados na area de estudo. Todavia, a populacéo de
flebétomos avaliada foi composta quase que exclusivamente por L. (N.) intermedia
(aproximadaemente 80%), além de alguns poucos representantes de L. (N.) whitmani, L.
migonei e L. fischeri, espécies diferentes das que foram investigadas por esses autores.

O decanol (C10) e o dodecanol (C12), ambos alcoois, também foram testados, porém,
néo influenciaram a ativagdo ou atracdo dos vetores de LTA investigados no presente estudo.
Machado e colaboradores (2015) verificaram ativacdo e atracdo de fémeas de Nysomyia
neivai em testes em tunel de vento na presenca de decanol na concentracdo de 50%, mas o
mesmo nédo foi observado para as concentracfes de 10 e 100%. Assim como observado por
esses autores, a concentracdo de 100% o decanol ndo ativou e nem atraiu os fleb6tomos
avaliados no tunel de vento. Todavia, ndo foram testadas concentracGes inferiores desse
composto. Para o dodecanol, por sua vez, ndo foram encontrados outros trabalhos que tenham
testado seus efeitos no comportamento de espécies de flebotomineos, mas ha relatos, como
mencionado anteriormente, que esse composto € capaz de intensificar a eficiéncia de misturas
quimicas ja utilizadas como atrativo para captura de vetores de malaria (MWERESA et al.,
2016). Esse composto, de acordo com os resultados do presente trabalho, estd mais
correlacionado com individuos considerados muito atrativos para Lutzomyia spp. do que com
individuos pouco atrativos e, por essa razdo, talvez seja um potencial candidato para novos
testes de atracéo.

As comparacOes apresentadas acima reforcam a necessidade de se investigar o
comportamento de espécies vetores de importancia médica individualmente e que
generalizagBes quanto aos efeitos de COVs devem ser evitadas, haja vista a especificidade
que essas relacdes podem ter. Contudo, essas comparacGes sdo Uteis para ajudar na
idealizacdo de novos estudos e assim conduzir a achados cada vez mais proximos do que
ocorre na natureza e que possam, sobretudo, serem aproveitados na concretizacdo de
estratégias de controle de doengas. Compostos como os alcoois octanol, deanol e dodecanol,
por exemplo, ndo demonstraram ser atrativos para os flebotomos testados no presente estudo
nas concentragdes de 100%, mas talvez o sejam, por exemplo, quando combinados entre si.
Desse modo, testes com diferentes concentracbes desses compostos, assim, como com a
combinagdo dos COVs tetradecanol, dodecanol, isopropil palmitato e tetradecano, relatados
aqui como mais correlacionados com individuos soropositivos para saliva de L. (N.)

intermedia e L.(N.) whitmani, podem ser sugeridos como candidatos para novos testes de
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atragdo com esses vetores, haja vista que, de acordo com a literatura e com os resultados desta
pesquisa sdo potenciais cairomonios para flebotomineos.

Outro aspecto considerado neste trabalho foi a possivel origem de cada composto
identificado. Diversos trabalhos afirmaram que os compostos presentes nos odores da pele
humana séo provenientes principalmente do metabolismo de bactérias presentes na microbiota
da pele, muitas vezes capazes de transformar compostos ndo odoriferos em composto
odoriferos (LEYDEN et al., 1981; BRAKS e TAKKEN, 1999; MEIJERINK et al., 2000;
BRAKS et al., 2001; CURRAN, RABIN e CURTON, 2005; SMALLEGANGE et al., 2005;
SMALLEGANGE et al.,, 2009; VERHULST et al.,, 2010a; VERHULST et al., 2010b;
VERHULST et al., 2011; SMALLEGANGE, VERHULST e TAKKEN, 2011). De fato, 0s
resultados encontrados nesta investigacdo corroboram com tal ideia, ja que mais de 70% dos
compostos identificados aqui sdo descritos na literatura como produtos de metabolismo
bacterianos, em sua maioria bactérias comuns a microbiota da pele humana, sobretudo
pertencentes aos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes (ver TABELA 6). Ao
considerar apenas 0s compostos, encontrados na presente investigacdo, que ja haviam sido
identificados por outros autores em odores de pele é possivel constatar que apenas 13% desses
COVs néo tém relatos que comprovem gue se trate de produtos do metabolismo bacteriano: 2-
nonenal, 2-etilhexil salicilato, eicosano e isopropil palmitato.

Salgado e colaboradores (2016) realizaram uma interessante avaliacdo comparativa
entre a microbiota bacteriana de ulceragfes cutaneas de pacientes com LTA residentes na
mesma area endémica do presente estudo, com a microbiota bacteriana da pele sd. Dentre
outros achados, esses autores identificaram que as bactérias presentes na pele sa da perna
dessas pessoas eram predominantemente pertencentes aos filos Firmicutes, Actnobacteria e
Proteobacteria. Como mencionado anteriormente, a maior parte das bactérias encontradas na
literatura como produtoras da maioria dos compostos identificados nos odores da pele dos
individuos que participaram do presente estudo, pertencem, predominantemente, aos filos
Firmicutes, Actnobacteria e Proteobacteria. Associado a isso, o fato de esses individuos
residirem na mesma area de estudo do trabalho realizado por Salgado e colaboradores (2016),
pode, ainda que se diga isso com muita cautela, ser um indicio de que a microbiota da pele
dos participantes do presente trabalho seja também dominada por géneros bacterianos
provenientes desses trés filos, o que daria maior sustentacdo a ideia de que de que os COVs
identificados nos odores da pele dessas pessoas sao provenientes do metabolismo bacteriano.

Dentre os compostos testados, o eicosano foi o Unico para o qual ndo foram

encontrados registros na literatura que afirmem que tal composto é emitido por bacterias
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presentes na pele humana ou que o mesmo € um subproduto do metabolismo desses
microrganismos. Contudo, dada a grande diversidade de bactérias na pele e ao pouco
conhecimento a respeito da composicdo de espécies comuns a microbiota humana, ndo se
pode descartar a possibilidade de que esse volatil encontrado nos odores da pele dos
participantes desta pesquisa, bem como na pele de individuos em outro trabalhos previamente
publicados (CURRAN et al., 2007; JIANG et al., 2013), possa ser produzido por bactérias
presentes na pele dessas pessoas, ou ser um subproduto do metabolismo das mesmas. Para 0s
compostos fenilacetaldeido, tetradecano, pentadecano, hexadecano e 6-metil-5-hepten-2-ona,
foram encontrados registros de géneros bacterianos comuns a microbiota da pele humana e
que sdo capazes de produzir esses compostos, 0s quais sdo, sobretudo pertencentes aos filos
Proteobactéria (Pseudomonas sp., Stenetrophomonas sp., Serratia sp.), Actinobacteria
(Streptomyces sp., Actnomycetes sp.) e Firmicutes (Bacillus sp., Staphylococcus sp.).

O conhecimento das rela¢fes ecoldgicas entre vetor, parasita, hospedeiro e ambiente,
tendem a ser complexas, mas sua compreensdo, ainda que de modo parcial, pode elucidar
conhecimentos capazes de auxiliar na construcdo de alternativas para o controle de doencas
transmitidas por insetos vetores. Assim, os resultados obtidos neste estudo podem servir de
alicerce para a elaboracdo dessas alternativas. Compostos como eicosano e fenilacetaldeido,
por exemplo, podem, inicialmente, serem testados isoladamente ou combinados para avaliar a
capacidade de atracdo de Lutzomyia sp. no campo, como alternativa para intensificar a captura
desses insetos com armadilhas do tipo HP, por exemplo, as quais permitem a captura dos
insetos vivos, os quais podem ser utilizados em experimentos em laboratério. Armadilhas
adesivas do tipo “stick trap” podem também ser impregnadas com esses odores. Ambas as
armadilhas podem ser potencializadas com esses semioquimicos e, dessa forma, auxiliar no
desenvolvimento de pesquisas € no monitoramento da densidade populacional desses insetos,
bem como da taxa de infeccdo dos mesmos, e, assim, estimar servir como ferramenta de apoio
para estimar a taxa de risco de infeccdo por LTA em uma determinada localidade.

O composto 6-metil-5-hepten-2-ona também parece ser um potencial semioquimico,
guem sabe como repelente, assim como constatado para outras especies de dipteros vetores de
doengas (LOGAN et al., 2008; LOGAN et al., 2010). O mesmo pode ser considerado para o
nonadecano. Contudo, novos testes em laboratdrio, tanto com desenhos experimentais
voltados para testar a atragdo quanto modelos para testes de repulsdo, precisam ser realizados
para desvendar as fungdes bioldgicas desses compostos na ecologia quimica de vetores de
LTA.
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Por fim, pode-se considerar que o presente trabalho foi o primeiro a caracterizar o
perfil de odores de moradores de uma area endémica para LTA e a identificar compostos, com
ocorréncia natural nesses individuos, potencialmente capazes de atrair vetores de LTA em
campo. A partir dos resultados obtidos com esta investigacdo é possivel sugerir alguns
candidatos que podem ser testados como potenciais atrativos para vetores de LTA, sobretudo
para L. (N.) intermedia, espécie predominante nos testes de atracdo e abundante na area de
estudo. Em resumo, pelo menos quatro compostos podem ser apresentados como candidatos
principais: 6-metil-5-hepten-2-ona, fenilacetaldeido, eicosano e nonadecano. Além desses
compostos, podem ser considerados, como mencionado ao longo desta discusséo, os alcoois
octanol, decanol e dodecanol, em diferentes concentraces e combinacbes entre 0s compostos

tetradecanol, dodecanol, tetradecano e isopropil palmitato.
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7 CONCLUSOES

Assim como demonstrado em outros trabalhos que investigaram a composi¢édo dos
odores da pele de humanos em outros paises, o perfil de odores da pele dos moradores da
localidade de Corte de Pedra, Bahia, foi bastante variado. Encontrar marcadores quimicos
capazes de agrupar esses individuos com base nesse perfil e suas respectivas classificacbes
soroldgicas em resposta a saliva de L. (N.) intermedia e L. (N). whitmani é algo complicado
de se conseguir e, embora ndo tenham sido verificados COVs especificos que distinguissem
0s grupos de individuos com sorologia negativa ou sorologia positiva para a resposta anti-
saliva desses flebdtomos, algumas relacdes entre os COVs identificados foram encontradas e
podem ser Uteis em estudos futuros.

A combinacdo dos COVs nonanal, 2-etilhexilsalicilato, tridecanal, 1-dodecanol,
pentadecanal, por exemplo, pode apresentar um efeito repelente contra flebotomineos vetores
de agente de LTA, tais como L. (N.) intermedia e L. (N.) whitmani, uma vez que o somatorio
das intensidades médias desses compostos foi maior nos individuos de sorologia negativa e,
dessa forma, esses COVs possam atuar como um fator de protecdo contra picadas desses
insetos. Por outro lado, maiores intensidades dos COVs dodecanol, tetradecanol, isopropil
palmitato e tetradecano, foram correlacionadas aos individuos soropositivos, de modo que
esses COVs merecem ser melhor investigados em testes de atracdo para esses fleb6tomos,
seja testados individualmente em diferentes concentragdes ou combinados entre si.

Os COVs fenilacetaldeido e eicosano, identificados como presentes no perfil de odores
da pele dos moradores de Corte de Pedra — Bahia, area endémica para LTA, foram atrativos
para Lutzomyia sp. nos testes de atracdo realizados em tunel de vento e, por tal razdo, séo
potenciais candidatos a serem testados em campo para avaliar seus efeitos como atrativos na
captura de vetores de agentes de LTA em campo. Por fim, com esses resultados é possivel
confirmar a hipétese de que COVs presentes nos odores da pele humana sdo atrativos para
Lutzomyia sp. vetores de agentes causadores de LTA. Todavia, a diversidade de COVs
encontrados torna evidente a necessidade de se realizarem novos testes com esses compostos,
tanto com aqueles ainda ndo testados quanto com combinagdes, a fim de se aumentar as
chances de se elaborar uma alternativa o mais atrativa possivel para captura de flebotomineos

antropofilicos e, assim, colaborar com estratégias de controle das leishmanioses.
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Minigiésic da Sade

FIGRCRLIE
Fundagio Oswaldo Crus

Centro de Pesquisas Gongaly Moniz

TEFAD DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDD - TCLE
Die acordo com a Fesohicdo n® 196/96 — Conselho Nacional de Sande)

O {A) Sc. (Sma) foi seleciomado {a) & esta sende convidado(a) para participar da
pesquiza imtitnlada “Atracae de Iufzomyis imtermedia (Diptera-Poychodidas) per odores
produzides por bactérias da microbiota da pele hmmana™, desemvolvida come tess de
doutorade mo curso de pos-graduacac em Patologia, no Cento de Pesquizas Gongalo
Moniz, unidade da Fundagao Oswaldo Cruz em Salvador, Bahia.

0 objedve central desse tabalho sera avaliar a amagdo do insete Lursomyia
infermedia, vetor (mansmissor) de leishmamioss tepumenfar, por odores (cheiros)
produzides por bacterias presentes na pele hmsana,

Sua participacde consistn, basicamernte, gm trés stapas:

17 Pesponder a um questionars clinico-spidemiologico, com persuntas reladvas a
seus habitos pessoals como, per exemplo, relatives as suss condicbes de sande,
5@ faz uso diario de medicamentos, se consome, & com qual frequencia, bebidas
alcoolicas e'ou cigamos, se faz use diano de repelemtes, tipe de roupas
utilizadas no dia a dia, renda familiar, caractersticas do local onde mora, dentre
outras questéss. Seu guestionario recebera um codigo de associagdo para que o
sel mome seja acwitade (escondide) e sua identidads mantida em sigila, de
modo que sements o pesguisaderss envelvides nessa pesquiza terdo acesso a
e5:as informacides:

X Permibr que sejam retmdas amostas soperficiais da pele de sua
perna, com o aukilio de uma haste flexivel com algodio na extremidade, como
um “cotonete”. Drurants tal procedimento, que & realizado em poucos segundos,
o T, (3) ode sentira deor e pem soffera qualguer tipo de corte ou ferimento, de
modo gue serd0 tomades todes os cuidades para preservar sua iotegridade
fizica. A: amostras gue vocé ird doar serdp utiizadas pam o cultive e
idendficacio de bactéria: presemfe: ma sua pels, pama identificacdo de
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COmMpOsts quImices organicos volateis (cheiros), produzidos pelas mesmas, e
para testes de atragao de insstos. Essas amostras serdo devidaments descartadas
logo apos as analises, ou deniro de um prazo meximo de seis meses. Sua
idenfidade sera mantida em confidencialidade 20 longo de todo o estudo e
apenas a equipe de profissionais eovolvida nessa pesquisa tera acessd a essas
amostras. Tedos e quaisquer resultades obtides com esse mabalho serdo
utilizados apenas para fins de divalracdo centifica e podsrdo ser, portanto,
publicades, per exemplo, em revistas cientficas e congressos. Em todos os
cas0s sua identidade sera sempre mantida em sigilo.

1) Por fim para participar dessa pesguisa coma doader de amostras superficiais da
pele, como descrito no item 2, & necessario que o sI. (2) esteja de acordo em,
nas vinte @ quatro horas que antecedersm a coleta do material n3o tomar banko
com sabaosabonete, ndo comer alimenfos apimentados e mao ingerir behbida
alcoolica.

Sua participagdo & voluntara, ou seja, ndo & obmgatoria e vecs fem plenma
autonomia para decidir se quer ou ndo participar dessa pesquisa. Voce ndo sera penalizado
de maneira alpuma caso n30 guela participar da pesquisa ou queira desistir dela, confudo,
sua colaboracao sera de prande importancia pam a realizacao da mesma. Qualquer dado
que possa identifica-lo nesse trabalho sera omitido ma divulzacdo dos resulitades da
pesquisa @ o materal da pesguisa sera descartado imediatamente apos as apalizes e, caso
seja, por algumma razdo, pecessaric armazens-lo, serd fefto em local sepure @ por prazo
maximo de seis meses.

Caso aceite parficipar dessa pesquiza, a contribuir para um estado que podera
produzir cophecimentos para o desenvolvimento de noves metodos de coofel: na
mansmizsac da leishmaniose tegumentar e assim reduzir, ou mesmo evitar, 3 Propagacao
dazza dosnga.

Ezse termo & redigido em trés paginas, conformes numeragc3o de rodape, e em duas
vias, sendo uma destinada ae Sr. (2) e a cuta a eguipe responsavel pela pesquisa. Crualquer
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duvida podera entrar em contato com quakjuer membro dessa equipe ou com o Comite de

Efica em Pesquisas do Centro de Pesquizas Gongalo Moniz atraves dos telefones ou
enderecos apresentados abamo.

(Dr. Joze Carlos Miranda — Coordenador da Pesguiza)

(Dr". Aldina Maria Prado Bamral - Cmientadera)

(D", Vanessa Biesz Salpade — Co-Crentadera)

(M". Diva da Silva Tavares — onentanda)

Contatos
Equipe responsavel pela pesquisa
Laboratorio de Imunoparasitologia - LIP
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - Fundacao Oswaldo Cruz

Fua Waldemar Falcdo, 121 - Candeal CEP: 40296 - 710
Salvador- BA Telefones: (71) 3176-1250/ 3176-2279

Comite de Edca e Pesguisa
Comité de Erica do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CEP/CPoGM)
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - Fundacao Oswaldo Cruz
Fua Waldemar Falcao, 121 - Candeal CEP: 40296 - 710
Salvader-BA Telefones: (71) 3176-2285 3176-2327

Declaro que entendi o5 objetivos e condigees de minha participagde na pesquisa e aceito
participar.

Local/data-

(Vohmtario (2) da pesquisa)



