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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Daniel Motta da Silva

Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani € incriminado como vetor de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), associada a transmissdo de duas leishmanias
dermotrépicas: Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) shawi. No
entanto, além da competéncia comprovada para transmitir dois parasitos, diferencas
no comportamento entre populacdes geograficamente distintas tém sugerido que
esta ndo seria uma unica espécie e sim um complexo de espécies cripticas. A
segura identificacdo destas populacbes € de fundamental importancia para os
estudos eco-epidemioldgicos da LTA, possibilitando o entendimento dos ciclos de
transmissdo, uma vez que esta espécie ocorre na grande maioria dos estados
brasileiros. No presente estudo foi avaliada a variabilidade genética de populacdes L.
(N.) whitmani procedentes de Buriticupu (MA), area de transmissao de Le. (V.) shawi
e Le. (V.) braziliensis, de Paragominas (PA), de transmisséo de Le. (V.) shawi, e de
IIhéus (BA), localidade tipo, e de Meruoca (CE), areas de transmisséo de Le. (V.)
braziliensis. A partir das analises por RAPD-PCR e sequenciamento do gene do
Citocromo b foi possivel observar trés agrupamentos, onde o0s espécimes de
Buriticupu e Paragominas compdem o mesmo grupo, os de Ilhéus formaram um
segundo grupo e os de Meruoca o terceiro. As analises mostram um alto grau de
diferenciacdo e sugerem que os trés agrupamentos possam representar diferentes
espécies cripticas do “complexo” whitmani.
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ABSTRACT

DISSERTATION

Daniel Motta da Silva

Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani is incriminated as vectors of leishmaniasis (ACL)
associated with the transmission of two leishmania dermotropic: Leishmania (Viannia)
braziliensis and Leishmania (Viannia) shawi. However, in addition to proven
competence to transmit two parasites, differences in behavior between
geographically distinct populations have suggested that this would not be a single
species but a complex of cryptic species. The secure identification of these
populations is of fundamental importance to the eco-epidemiological studies of LTA,
allowing for better understanding of transmission cycles, since this species occurs in
most Brazilian states. In this study we evaluated the genetic variability of populations
L. (N.) whitmani coming Buriticupu (MA) transmission area of Le. (V.) shawi and Le.
(V.) braziliensis, Paragominas (PA), transmission of Le. (V.) shawi, and Ilhéus (BA),
type locality, and Meruoca (CE), transmission area of Le. (V.) braziliensis. From the
analysis by RAPD-PCR and sequencing of the cytochrome b gene it was possible to
observe three clusters, where the specimens Buriticupu and Paragominas comprise
the same group, from Ilhéus formed a second group and from Meruoca of the third.
The analysis shows a high degree of differentiation and suggests that the three
groups may represent different cryptic species “whitmani complex”.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo consideradas, num conceito mais classico, como
zoonoses causadas por parasitos flagelados heteroxenos do género Leishmania
Ross, 1903 (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) (Rey 2001). Contudo, como
protozooses humanas, tém despertado atencdo especial devido a sua importancia
medica e econdémica, com distribuicdo geografica envolvendo diferentes Continentes
tais como Africa, América, Asia, Europa e Oceania (Lainson & Shaw 1998, Rangel &
Lainson 2003).

A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS - 29/10/2008 -
http://mwww.who.int/leishmaniasis/disease_epidemioloy/em/index.htm) estimou em
2008 que as leishmanioses estdo presentes em 88 paises, ocorrendo a notificacéo
compulséria em apenas 30 deles. A prevaléncia é de cerca de dois milhdes de
novos casos estimados anualmente, com aproximadamente, 350 milhdes de
pessoas vivendo em areas de risco. Nas Américas, estima-se sua distribuicdo em
larga escala. No entanto, uma avaliacdo mais precisa torna-se impossivel por nao

ser uma enfermidade de notificacdo compulsdria em todos os paises.

As leishmanias séo protozoarios que tém seu ciclo de vida associado a dois
hospedeiros: os vertebrados, onde vivem sob a forma amastigotas, nas células do
sistema fagocitico mononuclear de alguns 6rgaos, e os invertebrados (flebotomineos
vetores), onde se desenvolvem e se multiplicam no tubo digestivo (Grimaldi & Tesh
1993).

Os reservatorios das espécies de leishméanias sao, principalmente, mamiferos
silvestres pertencentes as ordens Carnivora, Rodentia, Marsupialia, Edentata,
Primata e Artiodacytyla, que participam do ciclo primario (silvestre) de transmisséao,

servindo como fonte de infeccdo para flebotomineos (Lainson & Shaw, 1998).



Contudo, sugere-se que alguns animais domésticos (cdes e equinos), em
determinadas situacdes, sejam responsaveis pela manutencdo dos ciclos
peridoméstico e urbano, onde as espécies de flebotomineos vetores estariam
adaptadas ao ambiente domiciliar e/ou peridomiciliar (Lainson & Shaw 1998, Rangel
et al. 1990, Rangel 1995, Brasil 2007)

As leishmanioses, no Novo Mundo, estdo divididas em Leishmaniose
Tegumentar Americana, que apresenta um padréo diferenciado de manifestacdes
clinicas (cutanea e mucosa), e Leishmaniose Visceral Americana, cujo tropismo do
parasito pelo sistema fagocitico mononuclear do baco e do figado acarreta a

hiperplasia e hipertrofia desses 6rgéos (Brasil 2006, 2007).

No Brasil, as leishmanioses estao incluidas no quadro das grandes endemias,
pertencendo a lista do Sistema Nacional de Informacédo de Doencas de Notificacao
Compulsoria (SNDC), do Ministério da Saude. Estando presentes em todas as
Unidades Federadas (Brasil 2006, 2007).

A incidéncia das leishmanioses no Brasil vem crescendo em varias regides do
pais, a0 mesmo tempo em que apresentam mudancas em seu quadro
epidemiologico (Lainson 1983, 1988, Lainson et al. 1994, Rangel 1995, Brasil 2006,
2007). Nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, vém sendo descritos
novos perfis epidemioldgicos, ocorrendo, em muitos casos, a transmissao no
ambiente domiciliar, sendo facilmente observada a presenca destes agravos na
periferia de grandes cidades, onde a vegetacdo primaria vem sendo destruida, ou
até mesmo em areas metropolitanas, inclusive com a presenca do vetor no ambiente
urbano (Brasil 2006, 2007, Rangel & Vilela 2008, Rangel & Lainson 2009).



1.1.1 — Leishmaniose Visceral Americana

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) tornou-se uma das doencgas mais
importantes da atualidade, devido a sua incidéncia e alta letalidade, sobretudo em
individuos ndo tratados e criancas desnutridas. Além disso, € considerada
emergente em individuos portadores de infeccdo pelo virus de imunodeficiéncia
adquirida (HIV). Com comprometimento do figado, do baco, da medula 6ssea e dos
tecidos linféides pode progredir para um quadro bastante grave e, se nao tratada
precocemente evolui para o 6bito (Brasil 2006).

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em 12 paises, sendo que 90% dos

casos ocorrem no Brasil (Brasil 2006).

Esta doenca tem apresentado mudancas importantes no padrdo de
transmissdo, como resultado gradativo das alteragbes do meio ambiente,
particularmente associados aos processos de urbanizacdo desordenada. Os dados
epidemiologicos das ultimas décadas apontam a urbanizacdo e periurbanizacao da
LVA, destacando-se surtos em cidades como Santarém (PA), Corumba (MS), Natal
(RN), Sao Luiz (MA), Teresina (PI), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Rio de
Janeiro (RJ), Fortaleza (CE), Camacari (BA), Trés Lagoas (MS), Campo Grande
(MS), Palmas (TO), com cerca de 1.600 municipios apresentando transmissao
autoctone (Brasil 2006). Recentemente, a doenca foi detectada na Regidao Sul, em
Sdo Borja, RS (Comunicacdo pessoal, Edmilson Santos, Secretaria Estadual de
Saude do Rio Grande do Sul).

A LVA, inicialmente associada ao ambiente rural e periferia das grandes
cidades, tem apresentado perfis de transmissdo diferenciados. Segundo o Manual
de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (Brasil 2003, 2006), podem ser
definidos dois padrdes epidemioldgicos para a LVA: (1) padréo classico, associado
ao ambiente rural, periferia das grandes cidades, presenca de baixo nivel sécio-
econdmico e pobreza; (2) padrdo recente, encontrado no ambiente urbano, em
cidades de médio e grande porte, principalmente nas regiées Sudeste, Centro-Oeste

e em alguns Estados do Nordeste. O Programa de Controle da Leishmaniose



Visceral, do Ministério da Saude, para melhor desenvolver as acdes preconizadas,
classifica, ainda, os municipios como areas de transmissdo esporadica, moderada

ou intensa (Brasil 2006).

O agente etiolégico da LVA no Continente Americano é a Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, cujo vetor principal € Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis Lutz & Neiva, 1912, espécie altamente adaptada ao ambiente urbano e
gue reune fortes evidéncias quanto a sua competéncia vetorial (Deane 1956,
Lainson et al. 1977, 1990, Lainson & Shaw 1979, Ryan et al. 1986, Lainson &
Rangel 2003, 2005).

Uma situacéo diferenciada, com relacao a transmisséo da LVA, observa-se na
regido central do Brasil. Em 1985, Galati et al. sugeriram que Lutzomyia (Lutzomyia)
cruzi Gonzalez & Garcia, 1981 estaria envolvido com a transmissdo de LVA em
Corumba e Ladario (MS), por sua antropofilia, alta densidade e pela auséncia de L.
(L.) longipalpis nas areas de transmissdo. Em 1998, Santos et al. relataram o
achado de infeccao natural em L. (L.) cruzi. Recentemente, Missawa & Lima (2006)
e dados da Secretaria Estadual de Mato Grosso apontam evidéncias da participacao

de L. (L.) cruzi na transmissao da LVA no municipio de Jaciara (MT).

Recentemente, Lutzomyia migonei Franca, 1920 vem sendo sugerida como
potencial transmissor da L. (L.) infantum chagasi, no Estado de Pernambuco, pelo
achado de infeccdo natural deste flebotomineo em area de transmissdo de LVA,
onde ja havia sido relatado como predominante no ambiente domiciliar (intra e
peridomicilio); os autores destacam a auséncia de L. longipalpis na regido (Carvalho
et al. 2010). Na Argentina, em La Banda, estudos propéem que L. migonei
participaria de um ciclo enzoético, com transmissdo humana acidental (Salomon et
al. 2010).

No ambiente silvestre, os reservatorios da LVA sdo as raposas (Dusicyon
vetulus (Carnivora: Canidae) e Cerdocyon thous Linnaeus, 1766 (Carnivora:
Canidae); no Brasil j& foram encontradas raposas infectas no Nordeste, Sudeste e
regido Amazonica. Ja na area urbana, o cdo (Canis familiaris) é tido como principal
fonte de infeccdo para os flebotomineos (Deane 1956, Lainson & Shaw 1998,
Lainson & Rangel 2003, 2005, Brasil 2006).



Possivelmente, os marsupiais (Didelphis albiventris), também poderiam
desempenhar o papel de reservatérios na cadeia epidemiologica da LVA (Brasil
2006). Afonso (2008), em estudos realizados com o teste imunoenzimatico ELISA,
detectou sangue de gamba em espécimes de L. (L.) longipalpis procedentes de
Sobral e Massapé (CE) e Jequié (BA). Este dado deve ser analisado com atencéo,
pois 0 gamba, Didelphis albiventris, foi sugerido como possivel reservatorio de L. (L.)
infantum chagasi, a partir de isolados obtidos em Jacobina (BA): 2 de 84 gambas
estavam positivos (Sherlock et al. 1984, 1988). Posteriormente, outros estudos
relataram a infeccdo natural de Didelphis marsupialis, por Leishmania spp.,
possivelmente L. (L.) infantum chagasi, discutindo o papel deste mamifero como
potencial reservatério para a LVA (Cabrera et al. 2003, Schallig et al. 2007).

1.1.2 — Leishmaniose Tegumentar Americana

Segundo o Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) (Brasil 2007), pode-se definir a LTA como uma doenca infecciosa, nao
contagiosa, causada por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania,
gue acometem pele e mucosas. Casos humanos tém sido registrados com
diferentes formas clinicas que incluem desde lesdo cutanea localizada, multiplas
lesbes (forma disseminada), nodulacbes n&o ulceradas (cutanea difusa) e

comprometimento de mucosa (Brasil 2007).

A LTA possui ampla distribuicdo no Continente Americano, havendo registro de
casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com
excecdo do Chile e Uruguai. No Brasil, sua transmissdo € descrita em diversos

municipios de todas as unidades federadas (Brasil 2007).

Atualmente, a LTA no Brasil esthd categorizada em trés padrdes
epidemioldgicos (Brasil 2007): (1) silvestre — onde a transmissdo ocorre em area de
vegetacao primaria, e neste caso a doenca é exclusivamente caracterizada como
uma zoonose de animais silvestres, podendo acometer o homem quando este entra

em contato com o ambiente silvestre onde esteja ocorrendo a enzootia; (2) surto
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epidémico (padrdo de areas impactadas; ocupacional e lazer) — estd associado a
exploragdo desordenada da floresta e a derrubada de matas para construcdo de
estradas, usinas hidrelétricas, instalagdo de povoados, extracdo de madeira,
desenvolvimento de atividades agropecuérias, de treinamentos militares e
ecoturismo; (3) rural e periurbano em éareas de colonizacdo - relacionada ao
processo migratério, ocupacdo de encostas e aglomerados na periferia de centros
urbanos sempre associados a matas secundarias ou residuais, aparentemente sem
correlacdo com derrubadas de matas. Neste padrao de transmisséo cées, equinos e

roedores sdo sugeridos como reservatoérios.

A LTA é uma doenca com diversidade de agentes etioldgicos, reservatorios e
vetores que determinam diferentes ciclos de transmissdo em nichos ecoldgicos
restritos. E causada por leishmanias dermotropicas dos subgéneros Leishmania e
Viannia, sendo trés de maior importancia epidemiolégica no Brasil: Leishmania (V.)
braziliensis, a de mais ampla distribuicdo, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania

(L.) amazonensis (Rangel 1995, Lainson & Shaw 1998, Rangel e Lainson 2009).

As leishméanias do subgénero Viannia tém sua transmissédo associada com Lu.
(Nyssomya) intermédia Lutz & Neiva, 1920, Lu. migonei Franca, 1920 (Grupo
Migonei), Lu. (Pintomyia) fischeri Pinto, 1926, Lu. (Nyssomyia) umbratilis Ward &
Frailha, 1973, Lu. (Psychodopygus) wellcomei Frailha, Shaw & Lainson, 1971, Lu.
(Psychodopygus) complexa Managabeira, 1941, Lu. (Psychodopygus) ayrozai
Barreto & Coutinho, 1940, Lu. (Psychodopygus) paraensis Costa Lima, 1941, Lu.
(Psychodopygus) squamiventris Lutz & Neiva, 1912, Lu. (Trichophoromyia)
ubiquitalis Mangabeira 1941, Lu. (Nyssomyia) antunesi Coutinho, 1939, Lu.
(Viannamyia) tuberculata Mangabeira, 1941, Lu. (Nyssomyia) whitmani Antunes &
Coutinho, 1939 e Lu. (Nyssomyia) neivai Pinto, 1926 (Lainson & Shaw 1998, Rangel
& Lainson 2009, Pita-Pereira et al. 2009).

Para o subgénero Leishmania, como principal transmissor da Leishmania (L.)
amazonensis, destaca-se Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata (Lainson & Shaw
1998, Rangel & Lainson 2009).

Ja foram registrados infeccdes por LTA em algumas espécies de animais

silvestres, sinantrépicos e domeésticos, sendo o papel, destes ultimos, como
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reservatérios ainda ndo bem definido. Como hospedeiros e possiveis reservatorios
naturais das leishméanias dermotropicas destacam-se algumas espécies de
mamiferos silvestres, tais como as pregui¢cas (Choloepus didactylus) , tamanduas
(Tamandua tetradactyla), roedores (Bolomys lasiurus, Rattus rattus, Nectomys
squamipes, Proechymis), primatas (Cebus apella), dentre outros (Lainson & Shaw
1998, Brandao-Filho et al. 2003). S&0 numerosos 0s registros de infeccdo em
animais domésticos (especialmente cées e eqlinos) e que em algumas situacdes
séo sugeridos como reservatorios, embora ndo hajam comprovacgdes cientificas que
determinem o papel destes animais como fontes de infeccéo para os flebotomineos
(Lainson & Shaw 1998 Rangel & Lainson 2003, Brasil 2007).

1.2 — OS FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos sao dipteros, da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae (Young & Duncan 1994). Sdo insetos de pequeno porte, medindo
cerca de 3 a 5 mm de comprimento. Os adultos sdo facilmente reconhecidos por
apresentarem, em repouso, as asas mantidas de forma divergentes, em posicao
semi-ereta. Possuem o corpo densamente revestido por cerdas finas; as pernas séao

compridas e finas (Forattini 1973).

Sao insetos criptozoarios sao holometabolos, cujo ciclo biolégico é
representado pelas fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e adultos. As formas
imaturas terrestres desenvolvem-se em ambiente quente e Umido alimentando-se de

matéria organica em decomposicao, preferencialmente vegetal (Forattini 1973).

Adultos, machos e fémeas necessitam de carboidratos, como fonte de
energia; na natureza alimentam-se de seivas vegetais, ou ainda da secrecao de
afideos (“haneydew”) (Forattini 1973, Killick-Kendrick 1979, Brazil & Brazil 2003).
Apenas as fémeas dos flebotomineos praticam a hematofagia, desempenhando um
papel importante na ovogénese. Algumas espécies sdo dotadas de notavel grau de

antropofilia, o que as confere um importante papel na veiculacdo de patdgenos
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humanos; possuem habitos crepusculares e/ou noturno na sua grande maioria
(Forattini 1973, Brazil & Brazil 2003).

No Brasil sdo conhecidos popularmente como mosquito-palha, cangalhinha,
tatuquira, anjinho e asa dura (Rey 2001, Brasil 2003, 2007).

Segundo Young & Duncan (1994), sdo considerados na subfamilia
Phlebotominae, trés géneros para o Novo Mundo: Lutzomyia Franga, 1924,
Brumptomyia Franca & Parrot, 1921 e Warileya Hertig, 1948. No Velho Mundo,
igualmente, sdo aceitos trés géneros: Phlebotomus Rondani & Berté, 1840,
Sergentomyia Franca & Parrot, 1920 e Chinius Leng, 1987. Existem cerca de 900
espécies conhecidas de flebotomineos, sendo que, destas aproximadamente 500
foram descritas no continente Americano. No entanto, apenas algumas espécies dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia séo incriminadas como vetoras de leishmanioses
(Lewis & Ward 1987, Young & Duncan 1994, Rangel & Lainson 2003, 2009). Galati
(2003) apresentou uma classificacdo taxonémica para flebotomineos, do Continente

Americano, baseada no processo filogenético.

Aspectos detalhados da morfologia deste grupo de insetos podem ser
observados nos trabalhos de Young & Duncan (1994) e de Galati (2003).

1.3 — A ESPECIE Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939)

Este flebotomineo, pertencente ao subgénero Nyssomyia, foi registrado em
todas as regides geograficas do Brasil e no Continente Americano foi assinalado na
Argentina, na Guiana Francesa e no Paraguai (Young & Duncan 1994, Rangel &
Lainson 2003, Costa 2005).

Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani, inicialmente foi denominada como
Flebotomus whitmani, segundo Antunes e Coutinho (1939), como homenagem ao

Dr. Whitman, da Fundacdo Rockefeller (Rangel & Lainson 2003). Foi descrita com
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base nas observacdes de exemplares machos e fémeas coletados em Ilhéus,
Estado da Bahia (BA).

Em recente revisdo sobre os potenciais vetores de LTA no Brasil (Rangel &
Lainson 2009) aspectos sobre os habitos e habitats de L. (N.) whitmani foram
descritos para as diferentes regides geograficas, além de serem apresentadas
consideracdes relativas a competéncia deste flebotomineo como transmissor de

duas leishméanias dermotrdpicas.

No sudeste do Brasil, os primeiros estudos sobre a biologia de L. (N.)
whitmani foram realizados por Barretto (1943). Foi considerada como uma espécie
silvestre, embora pudesse ser encontrada no interior de casas situadas proximo ou
dentro da mata; apresentava o habito, ao entardecer, de picar o homem e caes e
apresentou-se com grande frequéncia e densidade em galinheiros; ainda foi
sugerido que a alta densidade populacional proximo a areas desmatadas se dava
pela grande variedade de fontes alimentares disponiveis. Forattini (1943, 1960),
também em S&o Paulo, verificou a presenca do flebotomineo nas proximidades de
abrigos de animais domésticos e alta densidade nos domicilios. De um modo geral,
os estudos realizados em outros Estados do Sudeste, revelam o mesmo padréo e

comportamento para L. (N.) whitmani (Rangel & Lainson 2009).

No Rio de Janeiro a presenca deste flebotomineo foi registrada em areas
residenciais prOximas a mata, onde poderia ocorrer em simpatria com Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia, praticando antropofilia no ambiente peridomiciliar (ambiente
onde esta espécie € mais frequente) (Rangel et al. 1986, 1990, Oliveira et al. 1995,
Souza et al. 2001). Dados semelhantes em relacdo a antropofilia e habitats puderam
ser constatados em estudos conduzidos em Minas Gerais (Mayrink et al. 1979,
Passos et al. 1991).

Em alguns estudos feitos no Nordeste, especialmente na Bahia e no Ceara L.
(N.) whitmani apresentou um comportamento semelhante ao observado no Sudeste
e Sul do Brasil: elevada antropofilia e adaptacdo ao ambiente domiciliar (Barretto et
al. 1982, Vexenat et al. 1986, Azevedo & Rangel 1991, Franca et al.1991, Brazil et
al. 1991).
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Sobre a sazonalidade, pequenas diferencas na densidade deste
flebotomineos podem ser observadas nas diferentes regibes do Brasil,
provavelmente devido as variagdes nas condi¢des climaticas. Porém, de modo geral,
nas Regides Nordeste, Sudeste e Sul, foi relatada a presencga de L. (N.) whitmani em
todos os meses do ano, com maior frequéncia nos meses mais frios (Barretto 1943,
Azevedo & Rangel 1991, Souza et al. 2002).

O habito alimentar de L. (N.) whitmani segue o padrdo usual dos
flebotomineos (Forattini 1973). No Nordeste a espécie pode ser capturada picando
durante o periodo da madrugada, entre 01:00h e 03:00h (Azevedo & Rangel 1991).
No Rio de Janeiro, a antropofilia praticada no peridomicilio se deu principalmente
entre 04:00h e 06:00h (Souza et al. 2005). Estudos realizados por Teodoro et al.
(1993), no Parana, revelaram que L. (N.) whitmani é oportunista, resultado da
grande variedade de hospedeiros no peridomicilio.

Na Amazonia, as pesquisas registram um padrdo comportamental
diferenciado, daquele observado para L. (N.) whitmani em outras regides brasileiras,
como ja relatado anteriormente. As primeiras investigacdes sobre o comportamento
da espécie na Amazodnia foram conduzidas por Lainson e Shaw (1979) que
apontaram esse flebotomineo como silvestre, podendo ser coletado na base do
tronco e, principalmente, na copa das arvores de grande porte, associado a animais
silvestres e apresentando pouca tendéncia antropofilica. Outros estudos
confirmaram tais observacdes e sugeriram que a pratica da antropofilia somente
ocorreria em condicdes especiais (Ready et. al. 1986, Lainson & Shaw 1998, Rangel
& Lainson 2003). Campbell-Lenrum et. al. (1999) analisando espécimes procedentes
do Pard, Parana, Pernambuco e Piaui, afirmaram nao terem encontrado significativa
diferenca quanto a antropofilia de popula¢des de L. (N.) whitmani, contestando as
informacbes anteriores a respeito aos habitos alimentares desta espécie na

Amazonia, que ndo a consideravam antropofilica.

Com relacéo a participacdo de L. (N.) whitmani na cadeia epidemioldgica da
LTA no territorio brasileiro, o primeiro relato sugerindo seu papel como vetor foi no
Estado de S&o Paulo, quando a espécie foi encontrada infectada por flagelados,
possivelmente Leishmania (Pessoa & Coutinho, 1941). Estes mesmos autores,

ainda em 1941, relataram que L. (N.) whitmani de fato reunia comportamento tipico
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de um vetor, antropofilia e freqiéncia nas residéncias. Segundo Forattini (1973),
durante o processo de colonizacdo das regifes Sul e Sudeste, nas décadas de 30 e
40, a transmissdo de LTA esteve associada a L. (N.) whitmani, que habitava o
ambiente silvestre. Estudos posteriores em Sao Paulo, no Municipio de Sdo Roque,
area endémica de LTA por Leshmania (Viannia) braziliensis, mostraram a
predominancia de L. (N.) whitmani e o sugeriram como possivel vetor local
(Taniguchi et al. 1991).

Outras pesquisas no Sudeste sugerem a participacdo de L. (N.) whitmani na
transmissdo da LTA em Caratinga, Minas Gerais e na regido montanhosa de Afonso
Claudio, Espirito Santo (Mayrink et al. 1979, Falqueto 1995). Souza et al. (2001,
2002) sugeriram que L. (N.) whitmani poderia estar compartilhando o papel de vetor
de Le. (V.) braziliensis com L. (N.). intermedia num mesmo nicho ecoldgico em areas
rurais do Estado do Rio de Janeiro. Recentemente, Carvalho et al. (2008) identificam
por PCR, um espécime de L. (N.) whitmani infectado por Leishmania do subgénero
Viannia numa regido proxima a Belo Horizonte (MG), sugerindo que esta espécie

poderia ser o vetor da LTA na regiao.

Na Regidao Sul, a espécie tem um papel destacado na transmisséo de LTA,
especialmente no Parana, onde foi encontrada com infeccado natural por Le. (V.)
brasiliensis, além de ser antropofilica e ocorrer em alta densidade (Luz et al. 2000,
Teodoro et al. 2003)

Na Regido Centro-Oeste, as pesquisas no Estado do Mato Grosso do Sul,
apontam varias evidéncias sugerindo a importancia de L. (N.) whitmani na
transmissao de Le. (V.) brasiliensis: o achado de infeccéo natural, a antropofilia, sua
ocorréncia nos sitios de transmissdo, bem como seu registro em diferentes
ecotopos, quer seja em areas de vegetacao preservada ou que sofreram alteracbes
ambientais (Nunes et. al. 1995, Galati et. al. 1996, Dorval et al. 2009). Dados
recentes do Estado de Mato Grosso sugerem L. (N.) whitmani como vetor de LTA

em aldeias indigenas (Maciel & Missawa 2009).

No Nordeste, na grande maioria das areas de transmissdo de LTA,
especialmente tomando em conta os estudos realizados no Ceara e na Bahia, L. (N.)

whitmani é considerada como principal vetor por apresentar caracteristicas
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esséncias associadas a competéncia vetorial: o encontro de espécimes
naturalmente infectados por Le. (V.) braziliensis, elevada antropofilia e distribuigéo
espacial coincidente com a das areas de transmissédo (Hoch et al. 1986, Ryan et al.
1990, Azevedo et al. 1990, Azevedo & Rangel 1991, Queiroz et al. 1994). Da mesma
forma, as investigacdes feitas na “Zona da Mata”, em Pernambuco, sugerem L. (N.)

whitmani, como importante vetor de LTA (Brandao-Filho et al. 1994).

No municipio de Buriticupu, Amaz6nia Maranhense, Costa et al. (1998)
registraram casos humanos de LTA, determinados por Le. (V.) brasiliensis e
Leishmania. (Viannia) shawi. Estudos sobre a fauna flebotominica da regiéo,
sugeriram que L. (N.) whitmani seria o vetor envolvido na transmissdo das duas
leishménias dermotrépicas, ja que pode ser coletado no peridomicilio e na mata, no
primeiro ambiente mais frequentemente no crepusculo vespertino, quando
moradores se encontram ao redor de suas residéncias, e dentro da mata em
horéarios noturnos, em que cacadores normalmente exercem suas atividades (Rebélo
et al. 2000). Outro dado importante refere-se ao fato de que este flebotomineo esta
presente em todos os meses do ano, com densidade consideravel (Rebélo et al.
2001).

Segundo Rebélo et al. 2009, a ocorréncia de L. (N.) whitmani em diferentes
fitorregides do Estado do Maranhd@o, nas éareas rurais e urbanas favorece a
transmissdo da LTA nos diversos ambientes. Estes autores sugerem ainda que L.
(N.) whitmani possivelmente transmita Le. (V.) shawi no lado amazobnico e Le. (V.)

braziliensis no lado nordestino do Maranhao.

Na Amazodnia, mais precisamente no Para, um parasito isolado de L. (N.)
whitmani foi caracterizado como Leishmania (Viannia) guyanensis, sugerindo este
flebotomineo como mantenedor da enzootia silvestre desta leishmania (Lainson et
al. 1979). Em 1989, Lainson et al. puderam isolar outra leishmania deste
flebotomineo e a caracterizaram como Le. (V.) shawi; considerando que tal infeccao
ocorre com frequéncia neste flebotomineo, os autores supdem que o0 parasito
anteriormente caracterizado como Le. (V.) guyanensis, na verdade tratava-se de Le.
(V.) shawi.

17



Nos Municipios de Rio Branco, Bujari e Xapuri, Estado do Acre, estudo sobre
a fauna flebotominica e potenciais vetores de LTA apontam L. (N.) whitmani como a
espécie mais abundante, com distribuicdo espacial coincidindo com os locais com
transmissao de Le. (V.) braziliensis sendo, portanto, sugerida como provavel vetor
do parasito na regidao (Azevedo et al. 2008). Da mesma forma, no Estado de
Tocantins, onde cerca de 95% dos municipios ocorre transmissdo de LTA, L. (N.)
whitmani é considerada como potencial vetor de Le. (V.) braziliensis, ja que € um
flebotomineo registrado em praticamente todas as areas de ocorréncia de
transmissao da doenca, especialmente aquelas com forte impacto ambiental (Vilela
et al. 2008).

Atualmente, pode-se admitir L. (N.) whitmani como o vetor mais importante de
LTA no Brasil, tendo sido registrada a sua ocorréncia na maioria dos circuitos
epidemiologicos de LTA, estando associado com grande diversidade de vegetacao
(Costa et al. 2007). Aspectos diferenciados da ecologia, em conjunto com mudancas
climaticas, provavelmente desempenham um papel importante para a disseminacéo
da LTA no Brasil nos ultimos anos (Shaw, 2007) e, neste contexto, L. (N.) whitmani
parece ser o flebotomineo que melhor se adapta a novos ambientes, em associacéo
com o homem e animais domeésticos nas areas rurais e periurbanas (Costa et al.
2007, Shaw 2008).

Peterson e Shaw (2003) trabalhando com analise de modelagem de nicho
ecolégico puderam estimar no Brasil e em outros paises do Continente Americano a
dispersdo e adaptacdo de L. (N.) whitmani frente a mudancas climaticas globais,

pela grande capacidade de se adaptar a ambientes modificados.

A partir da hipétese levantada por Lainson (1988) de que L. (N.) whitmani
representaria um complexo de espécies cripticas de dois ou mais taxons, com base
nas evidéncias de comportamento e habitats tdo diferenciados, muito se tem

discutido acerca da identidade taxon6mica deste flebotomineo.

Rangel et al. (1996) através da analise de caracteres morfolégicos e
morfométricos de quatro popula¢des, indicaram a existéncia de duas linhagens de L.
(N.) whitmani no Brasil: uma Amazénica, presente ao Norte e ao Sul do Rio

Amazonas, no Estado do Para, e a outra ocorrendo no Nordeste, nos estados do
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Ceara e Bahia (Ilhéus — localidade tipo). O estudo morfométrico detectou diferencas
significativas para onze caracteres morfologicos, incluindo o filamento genital e a
relacdo filamento-bomba ejaculadora, onde o comprimento € consistentemente
reduzido nos espécimes da Amazobnia. Foram extraidos fragmentos de DNA
gendmico de espécimes de uma populacdo do Para e utilizados no preparo de
sondas e, em hibridiza¢cGes, apenas as populagbes da Amazonia revelaram fortes
sinais de reconhecimento. No entanto, mesmo perante tais evidéncias, 0s autores

nao descartaram a possibilidade da existéncia de um cline.

Em 1997, Ready et al. caracterizaram populagdes de L. (N.) whitmani de
diversas localidades comparando sequiéncias de DNA mitocontrial. Os 16 haplétipos
da anadlise filogenética confirmaram a existéncias de uma linhagem na Regido
Amazonica e uma na Regidao Nordeste, tal como Rangel et. al (1996) haviam
discutido anteriormente. Uma terceira linhagem foi identificada no interior semi-arido
do pais e foi denominada Norte-Sul. Continuando essa linha de estudo, Ready et. al.
(1998) demonstraram uma relagéo entre a existéncia das trés linhagens e trés zonas
biocliméaticas: a linhagem Amazonica estaria associada a Floresta Tropical
Amazonica, a do Nordeste associada ao Cerrado do interior do Pais e a Norte-Sul
associada a Floresta Tropical Atlantica. Essas zonas bioclimaticas existem entre 2 e
3 milhdes de anos, portanto, baseado no “relégio molecular” do DNA mitocondrial
dos flebotomineos, subentende-se que as linhagens coexistem nessa mesma
datacao (Ready et al. 1998).

Ishikawa et al. (1999) analisaram populacdes das Regides Norte, Nordeste,
Sudeste e Sul indicando a existéncia de um clado de Rondbénia (RO) dentro da
linhagem de areas florestais, que incluiram haplotipos da Amaz6nia e Mata Atlantica
e llhéus (localidade-tipo). Os autores concluiram que estes resultados seriam

evidéncias da ocorréncia de uma migracao recente entre as areas de floresta.

Margonari et al. (2004) avaliaram a variabilidade genética de quatro
populacdes de L. (N.) whitmani provenientes de areas endémicas de LTA no Brasil.
Andlises moleculares mostraram uma alta variabilidade intrapopulacional. Foi
observada uma maior similaridade entre as populacdes de Ilhéus (BA), Corte de
Pedra (Bahia) e Serra de Baturité (CE) formando um grupo, enquanto Martinho

Campos (MG) em um segundo grupo, sugerindo dois clusters de populacdes
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biogeogréficas. Estes dados corroboram com estudos morfométricos realizados nas
mesmas regides, sendo um suporte adicional para sustentar a existéncia de pelo
menos dois agrupamentos de populacfes biogeogréficas de L. (N.) whitmani no
Brasil.

Estudos feitos com quatro populacdes de L. (N.) whitmani, oriundas dos
Municipios de Santarém e Paragominas, Estado do Para, llhéus, Estado da Bahia, e
Londrina, Estado do Parand, verificaram baixa distancia génica entre as populacdes
analisadas, indicando que estas seriam geneticamente similares. Contudo chamou
atencao o grau de diferenciacédo entre a populacdo de Paragominas e as demais. A

analise de estruturacdo génica revelou um excesso de homozigotos (Costa 2005).

Ainda, sobre L. (N.) whitmani Mazzoni et al. (2006) analisaram a variacdo do
gene period em cinco populacdes deste vetor e L. (N). intermedia do sudeste e
nordeste. Testes de fluxo génico sugeriram a ocorréncia de introgressdo entre as
duas espécies, o0 que foi confirmado em uma analise multilocus (Mazzoni et al.
2008).
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2 = JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Tegumentar América (LTA) é uma doenca, amplamente
distribuida na América Latina. No Brasil, encontra-se incluida na lista de doencas
que compdem o Sistema de Informacdo de Doencas de Notificacdo Compulsoéria. E
considerada uma enfermidade em franca expanséo territorial e de magnitude
ascendente, cuja dinamica de transmissédo encontra-se associada a uma diversidade

de parasitos e vetores, numa relacéo estreita em nichos ecolégicos restritos.

L. (N.) whitmani, registrado na maioria dos Estados brasileiros, € um
flebotomineo incriminado como transmissor de duas leishméanias dermotrépicas: Le.
(V.) shawi, apenas na Amazobnia, e Le. (V.) braziliensis em todas as regides
geograficas. A bibliografia mostra, ainda, estudos eco-epidemiolégicos envolvendo

este vetor, relatando comportamentos distintos, nas diferentes regides do Brasil.

Diante desta evidéncia discute-se a questdo de L. (N.) whitmani ser um
complexo de espécies cripticas ou possuir heterogeneidade inter ou
intrapopulacional associada a adaptacao a diferentes ecotopos e a transmissao de
diferentes espécies de Leishmania. Para um melhor entendimento da ecologia da
LTA, deve-se levar em conta o conhecimento mais apurado sobre os flebotomineos
vetores, em especial pela definicdo da identidade taxonémica associada a

competéncia vetorial.

O presente estudo avalia a variabilidade genética de populacdes L. (N.)
whitmani procedentes de Buriticupu (MA), area com transmisséo de Le. (V.) shawi e
Le. (V.) braziliensis, Paragominas (PA), area com transmissao de Le. (V.) shawi,
Meruoca (CE), area com transmissdo de Le. (V.) braziliensis e de llhéus (BA),
localidade tipo, area com transmissdo de Le. (V.) braziliensis, com o intuito de
ampliar os conhecimentos sobre L. (N.) whitmani através da analise de
polimorfismos no DNA (RAPD) genbmico e da andlise de DNA mitocondrial
(Citocromo b), avaliando a variabilidade e o grau de estruturacdo genética,
investigando a homogeneidade entre as populacdes e verificando se ha algum grau

de diferenciacéo entre elas.
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3 - OBJETIVOS

Geral

Verificar a identidade taxondmica de Lutzomyia (N.) whitmani, importante

transmissor de Leishmaniose Tegumentar Americana, no Brasil.

Especificos

(1) Avaliar, através da analise de DNA, gendmico e mitocondrial, a variabilidade e o
grau de estruturacao genética das populacdes de L. (N.) whitmani procedentes
de Buriticupu (MA), Paragominas (PA), Meruoca (CE) e llhéus (BA).

(2) Correlacionar os dados obtidos com a transmissdo de Leishmania (V.)

braziliensis e Le. (V.) shawi.

22



4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — PROCEDENCIA DOS ESPECIMES DE Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani

As populagdes foram selecionadas levando-se em conta a associagdo com
espécies de Leishmania (Viannia) spp. Os espécimes foram coletados em:
Buriticupu (Maranh&o) - L. (V.) braziliensis e L. (V.) shawi, Paragominas (Para) - L.
(V.) shawi, Meruoca (Ceara) e llhéus (localidade-tipo) (Bahia) - L. (V.) brazileinsis
(Figs. 4.1 e 4.2).

Buriticupu (MA). O Municipio de Buriticupu situa-se nas coordenadas 45°30’'S e
47°W, na Amazonia Maranhense a uma altitude média de 200 metros do nivel do
mar. O clima é quente-umido, de transicéo entre o super-umido amazo6nico e o semi-
arido nordestino, com seis meses secos e precipitacdo media anual em torno de
1.800mm. O relevo da regiao é derivado da Formacéo Itapecuru que se estende
praticamente por toda a metade norte do Estado. A cobertura vegetal original da
Regido esta bastante devastada pela atividade madeireira e projetos agropecuarios
(IBGE 2009).

Paragominas (PA). Paragominas esta situado nas coordenadas 47°2110"W e
02°59'45”S, no sudeste paraense a uma altitude de 90 metros do nivel do mar. O
clima € mesotérmico e umido, com temperatura média anual em torno de 25,5°C. A
pluviometria fica entre 2.250 mm e 2.500 mm anuais. A vegetacéo original era de
floresta densa, porém esta bastante modificada pelos desmatamentos, causados
pelo avanco da agropecuéria;, hoje grandes areas da vegetacdo original séo

cobertas por mata secundaria (IBGE 2009).

Meruoca (CE). O Municipio de Meruoca situa-se nas coordenadas 40°27°18"W e
03°32’31”S, no noroeste cearense, distando de 248 km da capital do Cear3,
Fortaleza. O clima é tropical quente semi-arido com pluviometria média de 1.623,6
mm, com periodo chuvoso concentrado entre os meses de janeiro e abril. A
vegetacdo € de floresta subcaducifélia espinhosa ou mata seca, e floresta

subperenifdlia tropical plavio-nebular (IBGE 2009).
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llhéus (BA). O Municipio de llhéus esta localizado nas coordenadas 39°2’'W e
14°47’S, litoral do Estado da Bahia. O clima é tropical quente e Umido, com
precipitacdo média anual entre 1500 a 2000mm. No ultimo ano, a temperatura média
oscilou entre 19 e 28°C e a umidade relativa foi de 87,3%, em média. A vegetacado
original de Mata Atlantica esta bastante modificada pela monocultura do cacau
(IBGE 2009).

Na Tabela 4.1 estdo descritas as distancias, em quildmetros, entre as

populacdes estudadas.

Tabela 4.1 — Distancias entre as localidades estudadas. Valores expressos em quilémetros

(Km). Dados obtidos pelo Google Earth .

Buriticupu (MA) lIhéus (BA) Meruoca (CE) Paragominas (PA)

Buriticupu (MA) -

llhéus (BA) 1.414 -
Meruoca (CE) 664 1.257 -
Paragominas (PA) 182 1.593 768 -

24



Figura 4.1 — Representacdo esquematica do mapa do Brasil mostrando os locais de coletas
das populacbes estudadas de Lutzomyia (Nyssomya) whitmani Antunes & Coutinho, 1939.

O quadro evidéncia a posi¢ao geografica do Brasil na América do Sul.
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4.2 — CAPTURAS E IDENTIFICACAO DE Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani

Os flebotomineos foram capturados no peridomicilio e na mata, com o uso de
armadilhas luminosas do tipo CDC (Sudia & Chamberlain 1962), em todas as areas
trabalhadas, acondicionados tubos tipo Eppendorf® (tudo de polietileno de 1,5ml) e,

imediatamente, criopreservados em nitrogénio liquido, para os estudos moleculares.

Ao realizar as coletas de flebotomineos, outras espécies, que ndo L. (N.)
whitmani, também foram capturadas. Portanto, a identificacdo precisa deste material
€ de fundamental importancia para a realizacdo do estudo. Os espécimes
criopreservados foram retirados do nitrogénio e, individualmente, colocados em uma
placa fria (criolizador) dentro de um recipiente de Isopor® com gelo seco; os trés
ultimos segmentos abdominais foram dissecados e as genitalias colocadas em uma
gota de hidroxido de potassio a 10%, entre lamina e laminula, e levadas ao
microscopio para a identificacdo da espécie, através de analise das estruturas
morfologicas. A identificacdo dos espécimes seguiu a chave taxonémica de Young &
Duncan (1994) .

Dos espécimes machos identificados como L. (N.) whitmani foi feita a
extracdo do DNA (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Tabela indicando o nimero total de espécimes capturados, identificados, com

extracdo de DNA e os utilizados nas analises.

Total Identificados como DNA DNA
Capturado L. (N.) whitmani extraido utilizado
Buriticupu (MA) 104 62 20 10
llhéus (BA) 106 84 20 10
Meruoca (CE) 45 45 10 10
Paragominas (PA) 6 6 6 6
TOTAL 261 197 56 36
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4.3 — EXTRACAO DE DNA

Para as extragdes de DNA foi utilizado o protocolo de Collins et al. (1987),

com algumas modificacgdes.

Os espécimes foram retirados do nitrogénio e separados individualmente em
tubos tipo Eppendorf® estéril. Para cada tudo contendo um espécime foram
adicionados 50ul do tampéo de amostra (1,6 ml de NaCl 5M, 5,48g de Sucrose, 12
ml de EDTA 0,5M pH 8,0, 10 ml de tris-HCI 1M pH 9,0, 2,5 ml de SDS 20%) e 5ul de
proteinase K — concentracao final 100mg/ml foi realizada maceragdo com um pistilo
conico em polipropileno autoclavavel estéril para tubos tipo Eppendorf® (Kontes). O
pistilo foi enxaguado, dentro do tudo, com mais 50ul do tampdo de amostra. Os
tubos foram centrifugados 14.000 rpm por alguns segundos e, a seguir, colocados
em banho-maria a 65°C por 15-30 minutos. Enquanto os tubos ainda estavam
mornos, foi adicionado 1ml de K-Acetato 8M. Posteriormente, foram colocados no
gelo por 30 minutos. Apos o resfriamento, os tubos foram centrifugados na
velocidade maxima a temperatura ambiente por 15 minutos. O sobrenadante foi
imediatamente transferido para tubos tipo Eppendorf® novos e estéreis. Aos
sobrenadantes foram adicionados 200ul de etanol absoluto (gelado) e, a segquir,
misturados vertendo os tubos delicadamente; posteriormente os tubos foram
incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a
14.000 rpm com refrigeracao (4°C) por 15-20 minutos. Imediatamente, o etanol foi
retirado com auxilio de uma pipeta, e foi iniciada a lavagem do sedimento, primeiro
com 200ul de etanol 70% e posteriormente com 200ul de etanol absoluto. O
sedimento foi colocado para secar a temperatura ambiente, até que nenhum traco
de etanol permanescesse. O sedimento de DNA foi dissolvido com 50ul de H,O

MilliQ®. As amostras foram armazenadas a -20°C.

28



4.4 — ANALISE DE DNA POLIMORFICO AMPLIFICADO ALEATOREAMENTE
(RAPD-PCR)

4.4.1 — Padronizagéo

Para a realizacdo dos ensaios de RAPD-PCR, todas as amostras foram
quantificadas com auxilio do GeneQuant (GE Healthcare); posteriormente foram

diluidas para a concentracdo de 5ng/ml de DNA. A diluicao foi feita com H,O MilliQ®.

Oligonucleotideos decaméricos (primers) foram utilizados com sequéncia
arbitraria [Ready-To-Go'™ RAPD Analysis Kit] (GE Healthcare) para amplificar o
DNA gendémico dos isolados. Cada reacdo do kit contém Amplitag™ DNA
polimerase, 0,4 mM de cada dNTP, 2,5 mg de BSA, 3 mM de MgCl,, 30 mM KCl e
10 mM de Tris (pH 8,3). As reacbes de RAPD foram feitas segundo as

recomendacdes do fabricante.

4.4.2 — Oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os quatro diferentes primers utilizados para amplificar os DNAs de Lutzomyia
(N.) whitmani, provenientes das quatro localidades estudadas, estdo descritos na
tabela 4.3.

Tabela 4.3. Primers para a analise de RAPD

Primers Sequéncias
P1 5-GGTGCGGGAA-3
P3 5-GTAGACCCGT-3
P4 5-AAGAGCCCGT-3’
P6 5-CCCGTCAGCA-3’
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4.4.3 — Analise por RAPD-PCR

4.4.3.1 - RAPD-PCR

Para realizar os ensaios de RAPD-PCR foi utilizado o kit [Ready-To-Go™
RAPD Analysis Kit] (GE Healthcare), onde cada reacdo continha Amplitaq™ DNA
polimerase, 0,4 mM de cada dNTP, 2,5 mg de BSA, 3 mM de MgCl;, 30 mM KCl e
10 mM de Tris (pH 8,3) para um volume final de 25pl. As reagdes foram realizadas
seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. A amplificacdo foi feita no
termociclador PxE 0.2 Thermal Cycler, da Thermo Electron Corporation, com o
seguinte perfil térmico: 1° ciclo de 95°C, 5 min e 40 ciclos de 95°C, 1 min; 36°C, 1
min; 72°C, 2 min. Todos os ensaios foram realizados com trés repeticbes, para

garantir a reprodutibilidade dos fragmentos amplificados.

4.4.3.2 — Visualizacao dos produtos amplificados.

Uma visualizacdo prévia para identificar as amostras amplificadas, foi feita em
gel de agarose a 2% com tampao TBE 0,5X, cujos produtos foram corados com
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), seguindo o protocolo proposto pelo
fabricante, visualizados em um transiluminador (Bio-Rad) sob a luz Ultravioleta e
documentados em fotografias digitais pelo sistema de documentacdo de gel
(GelDoc, Bio-Rad). Posteriormente, as amostras amplificadas foram visualizadas em
gel de poliacrilamida a 7%, revelado com prata (Bio-Rad Silver Stain) e
documentados em fotografias digitais, pelo sistema de documentacdo de gel
(GelDoc, Bio-Rad).
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4.4.3.3 — Anélises dos dados de RAPD

Foram utilizada doze amostras em cada gel sendo 3 representantes de cada
populacdo. A partir da presenca (representada pelo nimero 1) ou auséncia
(representada pelo nimero 0) de cada fragmento especifico de DNA amplificado, foi
feita uma matriz de dados binérios, considerando as bandas de mesmo tamanho
homologas (ANEXO 2). A partir dessa matriz um dendograma foi construido usando
o coeficiente de Jaccard e o método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Averages), disponiveis no programa DendroUPGMA (S. Garcia-Vallvé,
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade Rovira i Virgili,
Tarragona, Espanha [http://genomes.urv.cattUPGMA/]).

4.5 — ANALISE DE DNA MITOCONDRIAL (Citocromo b)

Um fragmento de aproximadamente 500pb foi obtido a partir da reacdo de
PCR com os primers: foward CB3-PDR (5'-3' CA(T/C)ATTCAACC(A/T)GAATGATA)
e reverse N1IN-PDR (5'-3' GGTA(C/T)(A/T)TTGCCTCGA(T/A)TTCG(T/A)TATGA).
Deste fragmento foram utilizados apenas 316pb correspondentes a porcéo final do
gene do citocromo b, o restante do fragmento amplificado, além do gene, foi
desconsiderado. O protocolo seguido foi o0 mesmo utilizado por Ishikawa et al.
(1999). As reacdes de PCR foram feitas utilizando o termociclador PxE 0.2 Thermal
Cycler, da Thermo Electron Corporation, com o seguinte perfil térmico: etapa de
desnaturacao inicial com 94°C por 7 minutos; 39 ciclos de 94°C por 30 segundos,
42°C por 30 segundos e 72°C por 1,5 minutos; periodo de extensédo final de 7

minutos a 72°C.
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4.5.1 — Visualizacao dos produtos amplificados

A visualizacdo dos produtos amplificados de DNA mitocondrial foi feita em gel
de agarose a 1%, corados com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium),
visualizados sob luz Ultravioleta e documentados em fotografias digitais pelo sistema
de documentacéo de gel (GelDoc, Bio-Rad).

4.5.2 — Purificagdo das amostras

As amostras amplificadas foram purificadas utilizando o kit Wizard®SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega®), e visualizadas em gel de agarose a 1%
corados com GelRed, visualizados sob luz ultravioleta e documentados em
fotografias digitais pelo sistema de documentacdo de gel (GelDoc, Bio-Rad), para
verificacdo do resultado da purificagdo. As amostras purificadas foram separadas

para o seqlienciamento.

4.5.3 — Sequenciamento do Citocromo b

As amostras selecionadas foram submetidas a reacdo de sequenciamento
com utilizacdo do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) em um volume final de 10uL, constituido por 2,3uL de agua destilada,
3,2uL do primer a 1pmol/uL (C3B-PDR e NI1N-PDR), 1uL do mix Big Dye
Terminator, 1,5uL do tampé&o e 2uL do produto de PCR purificado. As condicBes da
reacao foram: 40 ciclos de 94°C por 10seg, 50°C por 5seg e 60°C por 4 min. Para
cada amostra foram feitas duas reacdes de sequenciamento com cada um dos

primers.
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Posteriormente, as reagfes foram analisadas em sequenciador automatico
ABI 3730 (Applied Biosystems) do Laboratério de Virus Respiratorio e Sarampo do
Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz.

4.5.4 — Analise das sequéncias

Com o MEGA 4 (Tamura et al. 2007) foram realizadas as analises de
distancia entre as sequéncias, definicdo dos haplétipos e a construcdo de arvores
pelo método de Neigbor-Joining (NJ) utilizando a distancia p. O suporte estatistico
dos ramos foi obtido através dos valores de bootstrap com 1.000 replicacdes ao
acaso.

O célculos de diversidade nucleotidica (Pi), teste de neutralidade de
polimorfismo (D Tajima) e diferenciacéo entre as populacdes (Fst) foram calculado
com DnaSP versao 5 (Librado & Rozas 2009).

Para as andlises filogenéticas inicialmente foram utilizadas 9 sequéncias
parciais do gene Citocromo b disponiveis no Genbank: Lutzomyia whitmani (cédigo
de acesso U80966), Lutzomyia henandezi (codigo de acesso AY316736), Lutzomyia
panamensis (cédigo de acesso EF012217), Brumptomyia beaupertuyi (codigo de
acesso AF448546), Brumptomyia devenanzii (codigo de acesso AF448545),
Phlebotomus tobbi (cédigo de acesso CQ169350), Phlebotomus perfiliewi (codigo de
acesso GQ169341), Phlebotomus major (codigo de acesso GQ169336); 2
sequéncias de Brumptomyia brumpti e as 29 sequéncias de L. (N.) whitmani obtidas
neste estudo. As sequéncias correspondem a porcéo final do gene entre as posi¢coes
822 e 1.138.

As diferentes sequéncias encontradas no Genbank foram utilizadas para a
escolha de grupos externos. Apos uma avaliacdo preliminar as sequéncias de L.
hernandezi e L. panamensis foram selecionadas por serem genéticamente mais

proximas e utilizadas na analise final.
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5 - RESULTADOS

5.1 — ANALISES DE DNA POLIMORFICO AMPLIFICADO ALEATOREAMENTE
(RAPD/PCR)

A utilizacdo de quatro primers possibilitou evidenciar bandas claramente
definidas e reprodutivas, sendo selecionas para a andlise aquelas que estiveram
amplificadas em todos os ensaios de PCR. Foram utilizados DNA de 36 exemplares
de L. (N.) whitmani.

Apos a resolucdo em gel de poliacrilamida, ainda que os géis tenham sido
corridos simultaneamente, para assegurar o mesmo tempo de corrida e possibilitar a
construcédo de uma matriz a partir de bandas homaologas, esta constru¢cdo com todos
os individuos se mostrou inviavel, ja que em muitos casos havia incerteza quanto a
homologia de bandas de gels diferentes. Entdo, optou-se por refazer a analise
utilizando-se apenas os quatro melhores géis, com 3 individuos de cada populacdo
(Figs. 5.1, 5.2, 5.3, 5.4). O maior niumero de fragmentos observados foi encontrado
entre 200 e 1.500 pares de base (pb). Bandas ambiguas e indistinguiveis foram

desconsideradas.
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Figura 5.1 — Gel de poliacrilamida em TBE a 7%. Perfis eletroforéticos de DNAs de L. (N.)
whitmani das quatro populacdes estudaaos amplificados por RAPD-PCR pelo primer 1, onde

€ possivel observar os diferentes padrdes de perfis para cada populacdo. Cada coluna

contém produtos amplificados de flebotomineos individuais. MM = Marcador de peso
molecular (100 pb).
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Figura 5.2 — Gel de poliacrilamida em TBE a 7%. Perfis eletroforéticos de DNAs L. (N.)
whitmani das quatro populagdes estudadas amplificados por RAPD-PCR pelo primer 3, onde
€ possivel observar os diferentes padrbes de perfis para cada populacdo. Cada coluna
contém produtos amplificados de flebotomineos individuais. MM = Marcador de peso
molecular (100 pb).
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Figura 5.3 — Gel de poliacrilamida em TBE a 7%. Perfis eletroforéticos de DNAs L. (N.)
whitmani das quatro populacdes estudadas amplificados por RAPD-PCR pelo primer 4, onde
€ possivel observar os diferentes padrbes de perfis para cada populacdo e ainda um
fragmento comum a todas. Cada coluna contém produtos amplificados de flebotomineos

individuais. MM = Marcador de peso molecular (100 pb).
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Figura 5.4 — Gel de poliacrilamida em TBE a 7%. Perfis eletroforéticos de DNAs L. (N.)
whitmani das quatro populacdes estudadas amplificados por RAPD-PCR pelo primer 6, onde
€ possivel observar os diferentes padrbes de perfis para cada populagcdo. Cada coluna
contém produtos amplificados de flebotomineos individuais. MM = Marcador de peso

molecular (100 pb).
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A partir da analise de 84 loci, (bandas independentes) gerados pela
amplificacdo dos quatro primers utilizados no estudo foi construida uma matriz de
similaridade (Tabela 5.1) baseadas no coeficiente de Jaccard, assim como um
dendograma (Fig. 5.5). O dendograma mostra que € possivel correlacionar o
agrupamento gerado com a localizacdo geografica de cada populacdo. As
populaces de Buriticupu e Paragominas ficaram agrupadas num anico ramo e as

de llhéus e Meruoca em ramos separados.

Tabela 5.1 — Matriz de similaridade baseada no coeficiente de Jaccard com base nos dados
obtidos pelos primers 1, 3, 4 e 6. Matriz apresenta os valores de similaridade individuais para
cada espécime de cada populagdo. (1B, 2B, 3B = Buriticupu; 1M, 2M, 3M = Meruoca; 11, 2I,

3l = lIhéus; 1P, 2P, 3P = Paragominas). Valores proximos a 1 maior similaridade.

1B 2B 3B 1M 2M 3M 1l 2l 3l 1P 2P 3P
1B 1 0,489 0,347 0,271 0,316 0,356 0,256 0,314 0,286 0,422 0,275 0,340
2B 1 0,347 0,271 0,316 0,386 0,256 0,396 0,286 0,333 0,300 0,288
3B 1 0,29 0,291 0,267 0,250 0,312 0,311 0,277 0,298 0,370
1M 1 0435 0,444 0,250 0,318 0,350 0,341 0,400 0,234
2M 1 0404 0,341 0,385 0,388 0,327 0,346 0,241
3M 1 0,250 0,289 0,385 0,250 0,273 0,184
1l 1 0457 0,382 0,20 0,256 0,159
21 1 0,463 0,356 0,378 0,362
3l 1 0,39 0,381 0,224
1P 1 0,475 0,326
2P 1 0,319
3P 1
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Figura 5.5 — Dendograma das distancias genéticas individuais das populacbes de L. (N.)
whitmani, Buriticupu (MA), Meruoca (CE), Paragominas (PA) e llhéus (BA), gerado a partir
da analise dos primers 1, 3, 4 e 6, mostrando um agrupamento correlacionado com a
localizagdo de cada populacdo. Os numeros representam os valores de bootstraps

baseados em 1000 réplicas. Sdo mostrados apenas os valores de bootstrap acima de 50%.
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5.2 — ANALISE DAS SEQUENCIAS DE DNA MITOCONDRIAL (Citocromo b)

5.2.1 — Analise e definicdo dos haplétipos

Das 36 amostras de L. (N.) whitmani amplificadas e purificadas e que foram
submetidas a reacdo de sequenciamento, sete foram descartadas devido a ma
gualidade (Tabela 5.2).

Com base nos valores de distancia p calculados entre as sequéncias de L.
(N.) whitmani foram identificados os diferentes haplotipos (Tabela 5.3 e Figura 5.6).
Dentre as sequéncias, trés foram coincidentes constituindo um haploétipo
denominado Haplotipo 1 (HAP-1), que inclui dois espécimes provenientes de Ilhéus
(BA) e a sequéncia de L (N.) whitmani obtida no GenBank. Cinco sequéncias
provenientes de Buriticupu (MA) junto com duas de Paragominas (PA) foram
coincidentes, formando um haplétipo denominado Haplétipo 7 (HAP-7). Outras
guatro sequéncias provenientes de Meruoca (CE) coincidiram e constituiram um
haplétipo denominado Haplotipo 13 (HAP-13). As demais sequUéncias caracterizaram
outros 16 haplétipos numerados de 2 a 19, desconsiderando os 7 e 13 citados
anteriormente (Tabela 5.3).

A maior distancia genética (distancia p) estimada para L. (N.) whitmani foi
entre os haplétipos HAP-4 e HAP-16 (0,049), HAP-5 e HAP-16 (0,049), e a menor foi
de 0,004 entre os haplotipos HAP-1 e HAP-2, HAP-1 e HAP-3, HAP-6 e HAP-10,
HAP-7 e HAP-10, HAP-7 e HAP-11, HAP-7 e HAP-17, HAP-7 e HAP-18, HAP-7 e
HAP-19, HAP-12 e HAP-13, HAP-13 e HAP-14 (Anexo 1). A distancia p entre os
haplétipos de L. (N.) whitmani e as demais espécies variaram da seguinte forma:
para L. hernandezi de 0,039 a 0,056, para L. panamensis de 0,147 e 0,165 (Anexo
1).

Na tabela 5.4 constam os 26 sitios variaveis entre os 19 haplétipos de L. (N.)
whitmani e na tabela 5.5 constam as substituicbes de aminoacidos encontradas

entre estas sequéncias.
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Tabela 5.2 — Amostras sequénciadas nas analises de DNA mitocondrial separadas por
localidade. (*) Amostras descartadas.

N° Cadigo Localidade
1 M1B
2 M2B
3 M3B
4 M4B
2 mgg Buriticupu (MA)
7 M7B
8 M8B
9 M9B
10 M10B
11 M1M
12 M2M
13 M3M
14 M4M
12 mgm Meruoca (CE)
17 M7M
18 M8M*
19 M9M
20 M10M*
21 M1l*
22 M2l
23 M3l
24 M4l*
;2 I\|>I/|65||* IIhéus (BA)
27 M71
28 ma8lI*
29 Mol
30 M10l
31 M1P
32 M2P
*
22 Tﬂ; Paragominas (PA)
35 M5P
36 M6P
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Tabela 5.3 — Lista dos haplétipos de Lutzomyia (N.) whitmani identificados neste estudo,
especificando a amostra e o Municipio de captura.

Haplétipo Amostra Municipio de captura
HAP-1 M2I, M10l, “U80966”
HAP-2 M3l
HAP-3 M5 llhéus (BA)
HAP-4 M71
HAP-5 MOl
HAP-6 M1B Buriticupu (MA)

Buriticupu (MA) /

HAP-7 M2B, M3B, M4B, M8B, M10B, M1P, M2P .
Paragominas (PA)

HAP-8 M5B

::;-190 mgg Buriticupu (MA)
HAP-11 M9B

HAP-12 M1M

HAP-13 M2M, M3M, M5M, M6M

HAP-14 M4M Meruoca (CE)
HAP-15 M7M

HAP-16 MOM

HAP-17 M4P

HAP-18 M5P Paragominas (PA)
HAP-19 M6P
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q HAP-7, HAP-17, HAP-18, HAP-19

g

HAP-6, HAP-7, HAP-8,

HAP-12, HAP-13, HAP-14,
HAP-15, HAP-16

A HAP-9, HAP-10, HAP-11,
m/l\—»//
.
HAP-1, HAP-2, HAP-3, HAP-4, HAP-5
x
(E 500 km

Figura 5.6 — Mapa indicativo da localizacdo geografica dos haplétipos de Lutzomyia (N.)
whitmani obtidos nesse estudo. Nomes dos haplétipos estédo indicados dentro dos balBes

proximos a indicag&o da localidade.
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Tabela 5.4 — Sitios variaveis e as substituicbes ocorridas entre os haplotipos de Lutzomyia

(N.) whitmani.

Sitios variaveis

1111111111111

8 88888 9999999 0000000001111

6 7778 90124556 2223344590233

Haplétipos 7 0 6 9 6 1 6 5451 7 1 0466817381424

TAGCGAGCAAACAACGGCCCCTTGGA

HAP-1

HAP-2

HAP-3

G
G

HAP-4

T
T

HAP-5

HAP-6

G A

HAP-7

TTTT

A

T

HAP-8

A
A
A

G
G
G

HAP-9

T

HAP-10

HAP-11

T
T
T
T
T
T

HAP-12

HAP-13

A
A
A
A
A
A

HAP-14 C
HAP-15

A

HAP-16

G
G
G

HAP-17

HAP-18

T

HAP-19
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Tabela 5.5 — Muta¢des observadas na sequéncia de aminoacidos do citocromo b nos

diferentes haplétipos.

Sitios variaveis
2 3 3 3

—|~N ©
>0 N w

2
9 0 2 7
Haplo6tipos 6 8 1 5
HAP-1 \% L | S
HAP-2
HAP-3
HAP-4 e
HAP-5 . . . . N
HAP-6

HAP-7 .o

HAP-8 N
HAP-9 .o ... T
HAP-10
HAP-11 .
HAP-12 |
HAP-13
HAP-14
HAP-15
HAP-16 . ..
HAP-17 . . . V
HAP-18

HAP-19

200 b~ w

<L
2zZ2zZz2Z
nunuununounm-
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5.2.2. — Diferenciagéo entre as populacoes.

A tabela 5.6 apresenta um sumario dos polimorfismos encontrados em cada
localidade. A populagdo com o maior valor de Pi foi Ilhéus enquanto a menos
polimorfica foi Paragominas. Nenhum dos valores do teste de Tajima foi

estatisticamente significante.

Tabela 5.6 — Polimorfismos no gene mitocondrial do Citocromo b em associacdo a

localizagéo geografica das populagcfes de Lutzomyia (N.) whitmani.

n h S n2 transversoes Pi Tajima's D
Buriticupu 10 6 9 2 0,00741 -1,4731
Meruoca 8 5 6 1 0,00514 -1,0900
[lhéus 6 5 7 1 0,00902 -0,2513
Paragominas 5 4 3 1 0,00421 -1,0485

*n, NUmero de sequéncias; h, nimero de hapl6tipos; S, numero de sitios polimorficos, Pi, D
Tajima. Todos os valores de D Tajima séo estatisticamente ndo significantes.

Tabela 5.7 apresenta os valores de Fst das comparacfes par-a-par entre as
guatro populacbes. Todos os valores foram significativos com excecdo da

comparacao entre as populacdes de Buriticupu e Paragominas.

Tabela 5.7 - Valores de diferenciacdo entre as populacées de Lutzomyia (N.) whitmani

estimados por Fst.

Fst
Buriticupu Meruoca [Ihéus
Meruoca 0,79091
Ilhéus 0,73609 0,81040

Paragominas 0,02614 0,85361 0,79114
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5.2.3. — Genealogia das sequéncias

A Figura 5.7 mostra uma arvore de distancia de todas as sequéncias obtidas
de L. (N.) whitmani (ndo apenas os diferentes hapl6tipos), construida pelo método
de Neighbor-joining. Nesta arvore as sequéncias de L. hemandezi e L. panamensis

séo utilizadas como grupo externo.

Na arvore podem ser observados trés agrupamentos principais de seqiiéncias

e seus respectivos haplotipos:

() Sequéncias dos Municipios de Buriticupu (MA) (1B, 2B, 3B, 4B, 6B, 7B,
8B, 9B e 10B) e Paragominas (PA) (1P, 2P, 4P, 5P e 6P) correspondendo
aos haplotipos HAP-6, HAP-7, HAP-9, HAP-10, HAP-11, HAP-17, HAP-18
e HAP-19.

(I Sequéncias L. whitmani North East, 21, 3I, 5I, 71, 91, 10l do Municipio de
IIhéus (BA) correspondendo aos haplotipos HAP-1, HAP-2, HAP-3, HAP-4
e HAP-5.

(i Sequencias 1M, 2M, 3M, 4M, 5M, 6M, 7M e 9M de Meruoca (CE)
correspondendo aos haplétipos HAP-12, HAP-13, HAP-14, HAP-15, HAP-
16.

A divisdo das seqUéncias nestes trés agrupamente é consistente com 0s
valores de Fst apresentados na tabela 5.7 que coloca as populacdes dos
Municipios de Buriticupu (MA) e Paragominas (PA) como genéticamente mais
proximas. Além destes trés grupos, pode-se ainda observar um quarto ramo

formado apenas pela sequencia 5B do Municipio de Buriticupu.
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Figura 5.7 — Arvore de distancia entre as amostras de Lutzomyia (N.) whitmani construida
pelo método de Neighbor-joining utilizando os 316 pb finais do gene Citocromo b. As
sequéncias de L. henandezi e L. panamensis sdo utilizadas como grupo externo. Os
nameros dos nos sdo os valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 replicagfes. S&o
mostrados apenas os valores de bootstrap acima de 50%. Os retangulos pontilhados

marcam os trés principais agrupamentos encontrados.
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6 — DISCUSSAO

Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani ocorre no Brasil em associacdo com
diferentes tipos de vegetacéo, o que evidencia sua presenca nos variados biomas,
gue compreendem a Floresta Amazodnica, Cerrado, Savana, Caatinga e Mata
Atlantica. Claramente estd adaptado a diferentes condi¢des climaticas, éareas
preservadas e impactadas, onde apresenta comportamento diferenciado e ocupa
distintos habitats, que vao desde o ambiente silvestre até o interior das residéncias
(Young & Duncan, 1994, Costa et al. 2005, Rangel & Lainson, 2009).

A adaptacao de L. (N.) whitmani a novas paisagens, ambientes impactados e
a sua ampla distribuicdo geografica o coloca na posicdo do mais importante
transmissor de LTA no Brasil, e como exemplo de flebotomineo capaz de se adaptar
aos ambientes modificados por alteragbes antrOpicas ou, possivelmente, por
mudancas climaticas globais (Peterson & Shaw 2003, Shaw 2008, Rangel & Lainson
20009).

Critérios morfolégicos/morfométricos tém sustentado a descricdo de varias
espécies, sendo consideradas ferramentas importantes. Segundo Amorin (1977), da
mesma forma que dados moleculares, os dados morfolégicos podem representar
com fidelidade uma histéria evolutiva, que possa elucidar questdes taxonémicas.
Nesta légica, L. (N.) whitmani esta representada por linhagens geograficas bem
caracterizadas: Norte, Nordeste e Sudeste (Rangel et al. 1996, Margonari et al.
2004), hipdtese corroborada por estudos com marcadores moleculares (Rangel et al.
1996, Ready et al. 1998, Margonari et al. 2004).

A opcéao de trabalhar no presente estudo com populacdes de L. (N.) whitmani
de diferentes biomas e perfis epidemiolégicos de LTA foi a tentativa de comparar
possiveis distintas populacdes, na busca de alguma evidéncia que pudesse ser
discutida no ambito da posicdo taxonbmica da espécie. Independente da area de
escolha pode-se constatar que a espécie encontra-se bem adaptada ao ambiente
domiciliar e impactado por acbes antropicas, nesse ultimo aspecto em especial as

populacdes procedentes de Paragominas (PA) e Buriticupu (MA). Estas duas
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regibes pertencentes a Amazbdnia Maranhense, originalmente caracterizada por
vegetacao do tipo Floresta Amazonica, hoje estdo com a cobertura vegetal bastante
comprometida, principalmente pela atividade de exploragdo madeireira; contudo, em

Paragominas ainda pode-se observar uma area coberta por mata secundaria.

Ha que se destacar, ainda, que incluir neste estudo a populacdo de Buriticupu
(MA) deveu-se ao fato de que a regiao tem registros de transmissdo autéctone de
duas leishménias, sabidamente veiculadas por L. (N.) whitmani em outras areas
endémicas do Brasil, aliado ao fato de que na regido este flebotomineo mescla
hébitos e habitats (ambiente domiciliar e mata) e alterna atividade (crepuscular e
noturna) (Rebélo et al. 2000). Tais evidéncias fazem supor que a transmissao das
duas leishméanias estaria se dando através de L. (N.) whitmani e que, em se tratando
de populacbes diferentes, estas estariam ocorrendo em simpatria. Obviamente

analisar espécimes desta area, € importante para os objetivos do presente estudo.

Independente da area de escolha pode-se constatar que a espécie encontra-
se bem adaptada ao ambiente domiciliar e impactado por acdes antropicas, nesse
ultimo aspecto em especial as populacdes procedentes de Paragominas (PA) e
Buriticupu (MA). Estas duas regibes pertencentes a Amazbnia Maranhense,
originalmente caracterizada por vegetacdo do tipo Floresta Amazonica, hoje estao
com a cobertura vegetal bastante comprometida, principalmente pela atividade de
exploracdo madeireira; ainda que, em Paragominas pode-se observar uma restrita

area coberta por mata secundaria.

Na questdo que associa L. (N.) whitmani com a transmissdo de duas
diferentes espécies de leishmania, sob a oética da especificidade entre parasito e
vetor, em parte determinada pelos habitos e habitats do vetor, seria razoavel admitir
gue este flebotomineo na verdade seria um complexo de espécies, com base em
todas as evidéncias de comportamento e de competéncia vetorial. Contudo, ndo se
pode desconsiderar a discussdo que trata de flebotomineos vetores “permissiveis”.
Sabidamente a adesdo de promastigotas ao epitélio do tubo digestivo do
flebotomineo vetor é mediada pela molécula lipofosfoglicana (LPG) (Pimenta et al.
1994, 2003). Porem, alguns estudos sugerem que outros processos podem estar
envolvidos na interacdo promastigotas-flebotomineo vetor, o que poderia explicar a

infeccdo de uma mesma espécie de flebotomineo por uma ou mais espécies de
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leishmanias (Volf et al. 2007, Volf & Myskova 2007). Entretanto, o fato da infeccéo
por leishménia por si s6 ndo sustenta a hipotese da transmissao, pois é notoério que
os flebotomineos sé@o oportunistas e ecléticos na busca do repasto sanguineo e
eventualmente podem se alimentar em reservatérios de leishmanias que néo
representam a associagdo natural mais comum, o que ndo assegura nomear 0
flebotomineo como vetor do parasita. Um flebotomineo que habita preferencialmente
as copas das arvores terd contato com um reservatério que habite 0 mesmo sitio,
seguindo raciocinio idéntico para flebotomineos que tem suas atividades mais

relacionadas ao nivel do solo.

Critérios morfologicos/morfométricos, considerados a base da taxonomia, tém
sustentado a descricdo de varias espécies, sendo consideradas ferramentas
importantes. Segundo Amorin (1977), os dados morfologicos podem representar
com fidelidade uma histéria evolutiva, que possa elucidar questdes taxonémicas.
Nesta légica, L. (N.) whitmani esta representada por linhagens geograficas bem
caracterizadas: Norte, Nordeste e Sudeste (Rangel et al. 1996, Margonari et al.
2004), hipdtese corroborada por estudos com marcadores moleculares (Rangel et al.
1996, Ready et al. 1998, Margonatri et al. 2004).

Na comparacdo com as populacdes de Ilhéus (BA) e Meruoca (CE), nossos
resultados apontaram para uma maior proximidade genética dos individuos de
Buriticupu (MA) e de Paragominas (PA), revelada pela arvore na fig. 5.7 e pelo valor
de Fst bastante baixo entre essas duas populagdes (~2%), principalmente quando
comparado aos outros valores observados que foram sempre maiores que 70%. Isto
ndo surpreende, considerando que 0S municipios pertencem ao mesmo bioma, que
distam, entre si, menos de 200 km e que os individuos destas populacdes de L. (N.)
whitmani séo tipicamente silvestres e estdo associados a transmissao de Le. (V.)

shawi.

Héa que se considerar a hipétese de que a heterogeneidade interpopulacional
gue separa o agrupamento Paragominas/Buriticupu das demais popula¢cdes teria
uma relacdo com a transmissdo de Le. (V.) shawi, restrita a populacdo L. (N.)
whitmani da Amazodnia, se considerados alguns aspectos particulares desta

linhagem, dentre eles o fato de que os espécimes podem ser coletados com grande
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frequéncia na copa das arvores, onde habita o reservatério desta leishménia, a
preguica Choloepus didactylus (Lainson & Shaw 2005, Rangel & Lainson 2009)

Uma futura andlise de um namero maior de individuos de Buriticupu talvez
revele sequéncias que ndo se agrupem com Paragominas, e sim com llhéus. Se isto
acontecer, seria interessante verificar se estas seriam oriundas de individuos que
teriam um comportamento de adaptacdo ao ambiente domiciliar e estariam
envolvidos na transmissdo de Le. (V.) brasiliensis. Contudo, considerando a
ocorréncia de introgressao entre Lu. whitmani e Lu. intermedia (Marcondes et al.
1997, Mazzoni et al 2006, 2008), é muito provavel que o mesmo ocorra entre as
possiveis espécies cripticas de Lu. whitmani. Neste caso, talvez ndo seja observada

uma diferenciacdo clara entre popula¢ées simpatricas em um marcador mitocondrial.

O agrupamento constituido pelos individuos de Meruoca pode refletir uma
adaptacdo a condicOes fisiogeograficas diferentes das de llhéus, cuja vegetacéo é
tipica de Mata Atlantica, muito embora as duas populacbes sejam consideradas
como responsaveis pela transmissdo de Le. (V.) brasiliensis e apresentam
comportamento caracteristico de espécie adaptada ao ambiente domiciliar,
ocupando sitios no peridomicilio. Meruoca é um dos municipios serranos e
tipicamente representa uma area do semi-arido nordestino, numa zona
fisiogeografica do Sertdo Centro-norte do Estado do Ceara, cuja vegetacao € do tipo
floresta subcaducifélia espinhosa ou mata seca. Esta populacdo apresenta 0s
maiores valores de divergéncia genética quando comparada com as demais
populacdes com valores de Fst de ~85% para Paragominas, ~81% para llhéus e

~79% para Buriticupu.
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7 — CONCLUSAO

Em conclusdo, no presente estudo, as andlises de sequéncias do DNA
mitocondrial, como também os resultados obtidos com os marcadores de RAPD-
PCR, sugerem a existéncia de trés agrupamentos ou clados que poderiam
representar linhagens genéticas distintas: um para a localidade-tipo, llhéus (BA), um
para Meruoca (CE) e um terceiro relativo a regido Buriticupu (MA) / Paragominas
(PA). Tais linhagens, em parte, estdo coincidentes com as sugeridas em outros
estudos, como populacdes geograficas e associadas a fatores bioclimaticos (Rangel
et al. 1996, Ready et al. 1997, Margonari et al, 2004). Estes resultados, portanto,
representam uma evidéncia adicional a favor da hipétese de L. (N.) whitmani ser um

complexo de espécies cripticas.
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ANEXOS

Anexo 1 — Valor da distancia p calculada entre os hapl6tipos de L. (N.) whitmani e demais espécies utilizadas como grupo externo.

HAPLOTIPOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 HAP-1
2 HAP-2 0,004
3 HAP-3 0,004 0,007
4 HAP-4 0,018 0,021 0,021
5 HAP-5 0,011 0,007 0014 0,014
6 HAP-6 0,032 0,035 0,035 0,021 0,035
7 HAP-7 0,032 0,035 0,035 0014 0,028 0,007
8 HAP-8 0,028 0,032 0032 0025 0032 0018 0,018
9 HAP-9 0,039 0,042 0042 0021 0035 0014 0,007 0,025
10 HAP-10 0,035 0,039 0,039 0018 0032 0004 0004 0021 0,011
11 HAP-11 0,035 0,039 0,039 0018 0032 0011 0004 0021 0011 0,007
12 HAP-12 0,035 0,039 0,039 0046 0046 0,025 0,032 0,035 0035 0,028 0,035
13 HAP-13 0,032 0,035 0035 0042 0042 0,021 0028 0032 0032 0025 0032 0,004
14 HAP-14 0,035 0,039 0039 0046 0046 0,025 0032 0035 0035 0028 0035 0,007 0,004
15 HAP-15 0,032 0,035 0035 0042 0042 0,028 0028 0032 0032 0032 0032 0011 0007 0,007
16 HAP-16 0,039 0,042 0042 0049 0049 0,028 0035 0039 0039 0032 0039 0011 0007 0011 0014
17 HAP-17 0,035 0,039 0039 0018 0032 0011 0004 0021 0011 0007 0007 0035 0032 0035 0032 0,039
18 HAP-18 0,035 0,039 0039 0018 0032 0011 0004 0021 0011 0007 0007 0035 0032 0035 0032 0039 0,007
19 HAP-19 0,035 0,039 0039 0018 0032 0011 0004 0021 0011 0007 0007 0035 0032 0035 0032 0039 0007 0,007
20 L. hernandezi 0,053 0,056 0,049 0,049 0,049 0,046 0,039 0,042 0039 0042 0042 0,049 0046 0049 0046 0,053 0042 0,042 0,042
21 L.panamensis 0161 0165 0158 0165 0,165 0154 0154 0147 04151 0158 0,158 0158 0,154 0158 0,154 0154 0,154 0158 0,158 0,151
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Anexo 2 — Matriz Binaria construida a partir das andlises dos géis de RAPD-PCR. Diferenciando os dados obtidos por cada primers.

Primer 6 Primer 4 Primer 1 Primer 3
1B 101011010101100011000100000011010100101111001000001101211000001100000001001012011200011
2B 1101001100000000010001000120120011001010100000000011011001000112000010110010111111011
3B81000100100101010000011001100112000100000000000001101210021210010001010001210011101001010
iIM110110001010110001000100000011000110010001010000000001001100000110001000010101000000
2M1100001010211112002110001200211200011000100112000100000011110112000110001001010101111010
3M1100001110111000010000010100120011000001110000000000010011000012000001000000101000010
11 100000000001000000000000000011000011000000100000000111201000000000100001010101010010
21 1000000101010001010001001120120001110110001200000000011100101000010100000110101011010
31 1000000100110000000111000001120001000010112000000000110012101100110100000000101010010
1P 00001100000000100100010000012110011001010120010000000112101110101120000000110101000000
2P 000011001010011001100100101200120001001200010000000000011101100100110000000110101010110
3 0001110100011101000001001100121001001100100001200000000110011000100100010110000001111

69



