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RESUMO

Os insetos da subfamilia Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) sao de interesse médico por
serem vetores de protozoarios do género Leishmania transmitidos no momento da
alimentacao do inseto. Cerca de 500 espécies sdo conhecidas paras as Américas e 133
registradas no estado do Amazonas. Causada por diferentes espécies de Leishmania, a
leishmaniose tegumentar americana (LTA) acomete o homem e outros animais, afetando
pele e mucosa. Este trabalho esta inserido no projeto “Condigcbes de vida e saude de
populagbes indigenas na Amazdnia”, PRONEX, que possui abordagem interdisciplinar para
estudar aspectos eco-epidemiologicos e antropologicos da LTA no Médio Purus, financiado
pela FAPEAM/CNPq, e em andamento no municipio de Labrea, estado do Amazonas onde
ha registros de casos e suspeita de subnotificagdes. Por isso, achou-se oportuno o estudo
de flebotomineos do municipio como contribuicdo para o conhecimento da epidemiologia da
LTA. O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos entomoldgicos relacionados a
epidemiologia da LTA em uma area indigena do municipio de Labrea. A coleta de
flebotomineos foi realizada em fevereiro de 2012, na Aldeia Castanheira, Terra lindigena
Caitit, municipio de Labrea, utilizando armadilhas com atrativo luminoso. Apds a
identificagcdo dos insetos, foi realizada a deteccao e identificacdo de leishmanias presentes
nos flebotomineos coletados utilizando uma abordagem molecular. Um total de 1.267
flebotomineos foi coletado, 819 (64,6%) fémeas e 448 (35,4%) machos, distribuidos em 10
géneros e 32 espécies. Os géneros mais abundantes encontrados foram Psychodopygus,
Nyssomyia e Trichophoromyia, ja a espécie Trichophoromyia ubiquitalis foi a mais abundante
com 235 (18,5%) espécimes coletados, seguida de Psychodopygus davisi com 228 (18%) e
Nyssomyia antunesi com 135 (10,7%) individuos. Foi detectada a presengca de DNA de
Leishmania em seis espécies: Sciopemyia servulolimai, Trichophoromyia ubiquitalis,
Evandromyia apurinan, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia yuilli yuilli, Psychodopygus davisi,
sendo a taxa de infeccdo minima estimada foi de 0,84%. As espécies de leishmanias
detectadas foram: Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis € uma amostra
identificada somente ao nivel de subgénero Leishmania (Viannia) sp. A infeccado por
Leishmania detectada em espécies vetoras encontradas neste trabalho, € um indicio da
participacdo das mesmas no ciclo de transmissdgo de LTA no municipio. Futuras
investigagdes devem ser realizadas para ajudar a elucidar a epidemiologia da LTA ndo s6 no

municipio de Labrea mas para o estado do Amazonas.

Palavras chave: Amazonas, Labrea, Leishmania, leishmaniose tegumentar, Phlebotominae



ABSTRACT

Insects from the subfamily Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) are of medical interest
because they are vectors of protozoa of the genus Leishmania transmitted when the insect
feeds. Approximately 500 species are known in the Americas and 133 registered in the state
of Amazonas. Caused by different species of Leishmania, cutaneous leishmaniasis (ACL)
affects humans and other animals, affecting skin and mucosa. This work is part of the project
" Condigbes de vida e saude de populacdes indigenas na Amazénia", PRONEX, which has
an interdisciplinary approach to study eco-epidemiological and anthropological aspects of
leishmaniasis in the Middle Purus, funded FAPEAM / CNPq, and is in progress in the
municipality of Labrea, where there are records of cases and suspected underreporting.
Therefore, it was thought appropriate to the study sand flies of the municipality as a
contribution to the knowledge of the epidemiology of ACL. The aim of this study was to
investigate the entomological aspects related to the epidemiology of ACL in an indigenous
area of the municipality of Labrea. The collection of sand flies was carried out in February
2012 in the Aldeia Castanheira, Indian Reserve Caititu, municipality of Labrea using light
traps. After identification of insects, we performed detection and identification of Leishmania
present in the collected sand flies using a molecular approach. A total of 1,267 sandflies was
collected, 819 (64.6%) females and 448 (35.4%) males, distributed in 10 genera and 32
species. The most abundant genera were Psychodopygus, Nyssomyia and Trichophoromyia,
the species Trichophoromyia ubiquitalis was the most abundant with 235 (18.5%) specimens,
followed by Psychodopygus davisi with 228 (18%) and Nyssomyia antunesi with 135 (10.7%)
individuals. The presence of Leishmania was detected in six species: Sciopemyia
servulolimai, Trichophoromyia ubiquitalis, Evandromyia apurinan, Nyssomyia umbratilis,
Nyssomyia yuilli yuilli, Psychodopygus davisi, the estimated minimum infection rate was
0.84%.The Leishmania species were: Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.)
braziliensis and a sample identified only to the level of subgenus Leishmania (Viannia) sp.
The Leishmania infection detected in vector species / suspected vectors found in this work,
suggests the involvement of these species in the transmission cycle of leishmaniasis in the
municipality. Future investigations should be made to help elucidate the epidemiology of

cutaneous leishmaniasis in the municipality of Labrea as well as the state of Amazonas.

Keywords: Amazonas, cutaneous leishmaniasis, Labrea, Leishmania, Phlebotominae
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1. INTRODUGAO

Pertencente a ordem Diptera e familia Psychodidae, os insetos da subfamilia
Phlebotominae apresentam um comprimento de aproximadamente 3 mm, com um
corpo delgado e pernas alongadas. Atualmente, cerda de 500 espécies sao
conhecidas paras as Américas e 133 registradas no estado do Amazonas (GALATI,
2003; SHIMABUKURO & GALATI, 2010; FIGUEIRA et al., 2013). Apresentam
dimorfismo sexual expresso em seu aparelho reprodutor € na probdscide, mais
alongada nas fémeas devido ao tipo de alimentacdo sanguinea exercida somente
por elas, o que as transformam em potenciais transmissores de patdégenos como
protozoarios do género Leishmania, agente etioldégico da leishmaniose tegumentar

americana (BRAZIL & BRAZIL, 2003).

Considerada uma doenga de carater zoondtico, a leishmaniose tegumentar
americana (LTA) acomete o homem e outros animais, sejam estes domésticos ou
silvestres. E causada por diferentes espécies de Leishmania e pode se manifestar
em diferentes formas clinicas acometendo pele e mucosa. No Brasil a LTA esta
presente em todas as unidades da federagdo e com maior incidéncia na regiao norte

(GENARO & REIS et al, 2005; BRASIL, 2007).

Os protozoarios do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanosomatidae, estes possuem duas formas basicas classificadas quanto
a morfologia; a forma amastigota, parasito intracelular que é arredondada e
aflagelada, encontrada nas células fagocitarias de um hospedeiro vertebrado, e a
forma promastigota, flagelada e alongada, presente no trato digestivo do inseto

vetor. Sdo parasitos digenéticos, apresentando seu ciclo de vida dividido entre
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hospedeiros vertebrados e invertebrados. Atualmente sete espécies de Leishmania
foram registradas no Brasil, sendo estas: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis,
L. (Leishmania) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.)

shawi, todas ja registradas na regido Norte (PIMENTA, 2003; BRASIL, 2007).

Mesmo sendo indispensaveis para ajudar no esclarecimento da epidemiologia
da LTA, atualmente poucos s&o os estudos sobre infecgdo natural em flebotomineos
no estado do Amazonas. Os estudos realizados no estado e que apresentam algum
registro de Leishmania, em sua grande maioria sdo provenientes de amostras
clinicas e nao de flebotomineos, além de estarem concentrados ao norte do Estado,
havendo uma escassez de trabalhos realizados ao sul. O presente trabalho esta
inserido no projeto “Condigbes de vida e saude de populagbes indigenas na
Amazdnia”, um projeto com uma abordagem interdisciplinar para estudar aspectos
eco epidemioldgicos e antropoldgicos da LTA no Médio Purus. Este projeto esta
sendo desenvolvido no municipio de Labrea, onde ha um elevado niumero de casos
de LTA e especula-se um grande problema de subnotificagdo. Neste municipio a LTA
esta principalmente associada a atividades de extrativismo de produtos da floresta

por agentes indigenas e ndo indigenas.

No presente estudo, a fauna flebotominica coletada na Aldeia Castanheira,
Terra Indigena Caititu, municipio de Labrea, estado do Amazonas € descrita, bem
como os achados de infecgao natural baseados na presenca de DNA de Leishmania
em flebotomineos coletados. Também é estimada a taxa de infeccdo natural destes
insetos, especulando possiveis espécies vetoras envolvidas no ciclo de transmissao

de LTA e espécies de Leishmania circulantes em area.
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2. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho esta inserido no projeto “Condicées de vida e
saude de populagbes indigenas na Amazobnia”, Programa de Apoio a Nucleos de
Exceléncia — PRONEX/FAPEAM/CNPq, Edital 003/2009, coordenado pela Dra.
Maria Luiza Pereira Garnelo, pesquisadora do Instituto Lebnidas e Maria
Deane/FIOCRUZ, financiado pela FAPEAM/CNPq, que €& um projeto com
abordagem interdisciplinar para estudar aspectos eco epidemiologicos e
antropologicos da LTA no Médio Purus. Este projeto esta sendo desenvolvido no
municipio de Labrea, estado do Amazonas, onde a LTA esta principalmente
associada a atividades de extragao de castanha do Brasil, latex, 6leo de copaiba, e
outros produtos da floresta, afetando populagdes indigenas e ndo indigenas. E
evidente a escassez de dados sobre LTA em populagdes indigenas, havendo pouca
informacdo sobre agentes etiolégicos, reservatorios ndo humanos e espécies de
flebotomineos vetores envolvidos na manutencao da transmissao zoonética.

Segundo o Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN), 192
casos de LTA foram notificados nos anos de 2007 a 2012, no municipio de Labrea.
Somente no ano de 2010, de acordo com a Secretaria Municipal de Saude de
Labrea (SEMSA/Labrea) foram realizados 64 exames parasitologicos diretos para o
diagnoéstico de LTA, dentre estes, 51 foram positivos, porém somente 29 foram
notificados no SINAN. H& também uma escassez de dados referentes a
investigacdes de fauna e infecgdo natural ao sul do estado do Amazonas, uma vez
que a maioria dos trabalhos realizados estdo concentrados na regidao mais ao norte
do estado, principalmente na cidade de Manaus e em municipios préximos. Por isso,

achou-se oportuno os estudo de flebotomineos do municipio de Labrea como
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contribuigdo para o desenvolvimento do conhecimento da epidemiologia da LTA em

area onde ha muitos registros de casos.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

 Estudar os aspectos entomoldgicos relacionados a epidemiologia da
leishmaniose tegumentar americana, em uma area indigena do municipio de

Labrea, estado do Amazonas, Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Descrever ao nivel de espécie os flebotomineos coletados em area,;
» Detectar DNA de Leishmania presentes nas fémeas coletadas;

* |dentificar espécies de Leishmania detectadas;

» Estimar a taxa de infecgao natural destes insetos;

* |dentificar a fonte alimentar de fémeas ingurgitadas.

4. REFERENCIAL TEORICO
4.1 BIOLOGIA E ECOLOGIA DOS FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos sado insetos que pertencem a ordem Diptera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, sendo conhecidos popularmente no
Brasil, por tatuquira, mosquito palha, birigui, dentre outros, dependendo da regido

(BRASIL, 2007). Até a presente data, sdo conhecidas cerca de 900 espécies no
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mundo, 500 espécies descritas para as Américas e um total de 133 espécies
registradas somente no estado do Amazonas (GALATI, 2003, SHIMABUKURO &
GALATI, 2010, FIGUEIRA et al. 2013). Até a presente data, somente para o
municipio de Labrea, localizado ao sul do estado do Amazonas, séo registradas 26
espécies de flebotomineos distribuidos em 12 géneros, sendo as espécies mais
abundantes encontradas Nyssomyia antunesi, Evandromyia walkeri e
Micropygomyia rorotaensis (FIGUEIRA et al. 2013).

Os insetos da subfamilia Phlebotominae apresentam um desenvolvimento
holometabolo, dividido em fases de ovo, larva, pupa e adulto (FIGURA 1). Os ovos
de flebotomineos apresentam uma forma elipséide ou ovoide, e seu comprimento e
largura pode variar de acordo com a espécie (YOUNG & DUNCAN, 1994). Possuem
uma coloragao clara assim que postos, mas logo apos algumas horas escurecem
até uma coloracao de castanho escuro. Estima-se que uma fémea adulta realize, em
média, uma postura de 40 ovos, que ficam aderidos no substrato. Pouco se sabe
sobre os criadouros naturais de flebotomineos, mas, em geral, a postura é feita em
locais onde o substrato é rico em matéria orgénica, necessario para o
desenvolvimento das formas imaturas. O desenvolvimento & dividido em quatro
estadios larvais (L4, L,, L3 € L4) e pupa que fica aderida ao substrato até o momento
de eclosao do adulto (BRAZIL & BRASIL, 2003).

Estudos sobre imaturos tem encontrado larvas em tocas de animais, sob
folhas mortas no ch&o da floresta, nas bases de arvores, sob troncos caidos no solo,
e em outros micro habitats humidos e ricos em matéria organica (HANSON, 1961;
YOUNG & DUNCAN, 1994; ALENCAR, 2007; ALENCAR et al., 2011).

A duracgéo entre os estagios de ovos, larvas, pupas e adultos € influenciada
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pela temperatura ambiente podendo ser mais acelerada ou mais prolongada sendo
dificil afirmar uma duragdo exata para cada estagio. Porém sob condigbes de
laboratério os ovos geralmente eclodem entre 7 a 10 dias, o desenvolvimento larval
possui uma duracdo de pelo menos 3 semanas, até que em aproximadamente 10
dias o flebotomineo adulto emerge da pupa (YOUNG & DUNCAN, 1994; WHO,

2010).
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FIGURA 1: Ciclo de vida de flebotomineos
FONTE: Adaptado de: WHO, 2010.

Os individuos adultos sao pequenos, com um comprimento que pode variar
de 2 a 3 mm, apresentando um corpo delgado e pernas longas. Quando em
repouso, estes insetos sdo encontrados em abrigos onde ndo ha variagbes

climaticas acentuadas, geralmente em frestas nos troncos das arvores, em folhas
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caidas no solo e em tocas de animais (ARIAS & FREITAS, 1982; CASTELLON et al.,
2000; CABANILLAS & CASTELLON, 1999; BRAZIL & BRAZIL, 2003).

Os adultos ainda apresentam dimorfismo sexual expresso nos ultimos
segmentos abdominais que constituem as genitalias destes insetos, enquanto nos
machos os apéndices sdo bem desenvolvidos, nas fémeas sdo menores e discretos
com um aspecto arredondado (FIGURA 2). O dimorfismo ainda é apresentado na
probéscide (aparelho bucal do inseto) mais alongadas nas fémeas, e no cibario, que
€ uma estrutura interna, ambos estdo associados ao tipo de alimentagao
hematofagica realizado somente pelas fémeas (BRAZIL & BRAZIL, 2003;
SHERLOCK, 2003).

Individuos adultos, tanto machos quanto fémeas, utilizam agucares
provenientes de origem vegetal como néctar de flores, frutas, seiva de plantas em
geral como fonte de energia, porém somente as fémeas apresentam um
comportamento hematofagico, necessitando de uma alimentagdo sanguinea em um
hospedeiro vertebrado para a maturagdo dos ovos (YOUNG & DUNCAN, 1994). O
comportamento hematofagico das fémeas de flebotomineos as tornam potenciais
transmissores de patdgenos como o protozoario Leishmania, agente etiolégico da
leishmaniose tegumentar americana (LTA), sendo assim estdo entre os Diptera de

importancia média (SHERLOCK, 2003; PIMENTA et al., 2003).
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FIGURA 2: Exemplares de insetos da subfamilia Phlebotominae. A -
fémea; B — macho.

Existem alguns critérios essenciais para a incriminagao de uma determinada
espécie de flebotomineo como vetora de Leishmania: i) A espécie em questao
precisa apresentar um comportamento antropofilico; ii) Realizar seu repasto
sanguineo em outros hospedeiros vertebrados; iii) Estar infectada naturalmente com
a mesma espécie de Leishmania na mesma area em que oOcorre casos em
humanos; iv) Tem de suportar ao ciclo de desenvolvimento de Leishmania durante a
infecgdo; v) Finalmente, precisa ser capaz de transmitir o parasito através da picada
(KILLICK-KENDRICK, 1990; WHO, 2010).

As principais espécies vetoras conhecidas no Brasil s&o Bichromomyia
flaviscutellata, Nyssomyia whitmani, Ny. umbratilis, Ny. intermedia, Psychodopygus
wellcomei e Migonemyia migonei (BRASIL, 2007). Contudo, ainda ha estudos que

revelam a participagéo de outras espécies de flebotomineos envolvidas no ciclo de
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transmissdo de LTA no Brasil, sendo incriminadas com vetoras ou como vetoras

suspeitas (TABELA 1).

TABELA 1: Espécies vetoras confirmadas ou suspeitas incriminadas na transmissao de leishmaniose
tegumentar americana, no Brasil.

Espécies vetoras Espécies de Leishmania Referéncias
Bi. flaviscutellata L. (Leishmania) amazonensis Lainson & Shaw (1968)
Mi. migonei L. (V.) braziliensis Araujo Filho (1979)
Ny. whitmani L. (Viannia) braziliensis Pessba & Coutinho (1941)
Ny. umbratilis L. (Viannia) guyanensis Arias & Freitas (1978)
Ny. intermedia L. (V.) braziliensis Aragéo (1922)
Ny. anduzei L. (V.) guyanensis Lainson et al. (1976)
Ny. antunesi * L. (V.) lindenbergi Silveira et al. (2002)
Ny. neivai * L. (V.) braziliensis Rangel & Lainson (2009)
Ps. wellcomei L. (V.) braziliensis Lainson et al. (1973)
Ps. ayrozai * L. (V.) naiffi Rangel & Lainson (2003)
Ps. davisi * L. (V.) naiffi Gil et al. (2003)
Ps. paraensis * L. (V.) naiffi Silveira et al. (1991)
Th. ubiquitalis * L. (V.) lainsoni Silveira et al. (1991)

* Espécies incriminadas como vetoras suspeitas.

Todas as 13 espécies de flebotomineo citadas na TABELA 1 ja foram
registradas na regido norte, e com excegcdo das espécies Ny. whitmani, Ny.
intermedia e Mi. migonei todas ja possuem registro no estado do Amazonas
(AGUIAR & MEDEIROS, 2003; BRASIL, 2007). Investiga¢des sobre flebotomineos
vem sendo realizadas por todo o Brasil, fornecendo informagdes que ajudam a
conhecer a fauna e a biologia destes insetos que possuem importancia médica e
estdo envolvidos na transmissao de LTA. No estado do Amazonas varios estudos ja
foram publicados (CASTELLON et al., 2000; ALENCAR, 2007; BARBOSA et al.,

2008; ALVES et al., 2011; GUERRA et al., 2011; ALVES et al., 2012; FIGUEIRA,



25
2013) fornecendo informagdes importantissimas sobre a fauna e auxiliando no

esclarecimento da ecologia da LTA no estado (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Municipios do estado do Amazonas, com registros da fauna de flebotomineos. 1 - Labrea,
2 — Tefé, 3 — Coari, 4 — Manacapuru, 5 — Manaus, 6 — Borba, 7 — ltacoatiara, 8 — Maués, 9 —

Nhamunda.

4.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA: ASPECTOS GERAIS

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca considerada
infecciosa e ndo contagiosa, causada por leishméanias de diferentes espécies, as
quais acometem pele e mucosas, sendo primariamente de carater zoondético,
contudo pode afetar o homem, o qual é envolvido secundariamente (LAINSON &
SHAW, 1972; LAINSON, 1988; BRASIL, 2007).

A LTA pode se manifestar sob duas formas classificadas quanto ao seu

aspecto clinico, sendo estas, leishmaniose cutanea ou leishmaniose mucosa (ou
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mucocutanea). A leishmaniose cutdnea é em geral caracterizada por apresentar
ulceras indolores com um formato arredondado ou ovalado podendo ser: i) cutanea
localizada, apresentando les&o unica ou multiplas com tendéncia a cura espontanea
e boa resposta ao tratamento; ii) cutdnea disseminada, € uma forma caracterizada
por multiplas lesdes papulares de aparéncia acneiforme causadas por disseminacao
do parasito por vias hematicas ou linfaticas gerando lesdes em regides distantes da
picada do inseto; iii) forma difusa, um tipo raro que ocorrem em pacientes com
anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de
Leishmania, caracterizada por formagdo de placas e multiplas nodulagdes nao
ulceradas. A leishmaniose mucosa ou mucocutanea € caracterizada por lesées nas
mucosas das vias aéreas superiores, sendo na maioria das vezes decorrentes de
formas cutaneas curadas sem tratamento ou com o tratamento inadequado
(GENARO & REIS, 2005; BRASIL, 2013).

O agente etiolégico responsavel pela LTA, é a Leishmania, que é um
protozoario que pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e ao
género Leishmania. As espécies pertencentes a este género sdo consideradas
parasitos intracelulares obrigatérios, unicelulares e digenéticos, tendo parte do seu
ciclo de vida estabelecido em um hospedeiro vertebrado e em outro invertebrado
(PIMENTA et al., 2003). A transmisséo do parasito entre os hospedeiros vertebrados
esta associada a picada de diferentes espécies de insetos da subfamilia
Phlebotominae (LAINSON et al., 1994).

Para a LTA sao considerados reservatorios aqueles animais que garantam a
circulagdo do parasito na natureza, contudo este € um sistema bastante complexo

uma vez que multifatorial (homem/animal doméstico, vetor, reservatério, ambiente),
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imprevisivel e dindamico, além de poder ser influenciados por alteracdes no meio
ambiente (BRASIL, 2007). Varios animais ja foram encontrados infectados,
abrangendo espécies silvestres, sinantropicas e domeésticas, como por exemplo
preguicas, tamanduas, marsupiais, procionideos, roedores, caes e gatos domésticos
(BRASIL, 2007; WHO, 2010).

Atualmente um total de 11 espécies de Leishmania ja foram registradas nas
ameéricas, destas, 7 espécies ja foram registradas somente no Brasil, sendo estas: L.
(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi,
L. (V.) lindenbergi e L. (V.) shawi. Todas estas espécies ja foram registradas na
regido norte do pais (BRASIL, 2007) e até a presente data ha registros de 5
espécies somente no estado do Amazonas, sendo estas L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis, L.(V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni e L. (V.) naiffi (ARIAS & FREITA, 1978;
ARIAS & NAIFF, 1981; ARIAS et al., 1987; GRIMALDI et al., 1991; ROMERO et al.,
2002; FIGUEIRA et al., 2008; BENICIO et al., 2011; CHRUSCIAK-TALHARI et al.,
2011; COELHO et al., 2011; GUERRA et al., 2011; NEVES et al., 2011).

As espécies de Leishmania possuem um complexo ciclo de vida, no qual sdo
expostas a diferentes ambientes intra e extracelular. Estes organismos possuem
duas formas genéricas (FIGURA 4), classificadas quanto a sua morfologia durante o
seu ciclo de vida: promastigotas, formas alongadas que apresentam flagelo livre
aparente o que da mobilidade a Leishmania, e amastigotas, formas arredondadas

que néo apresentam flagelo (BANULS et al., 2007).
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FIGURA 4: Formas de Leishmania classificados quanto a morfologia;
Amastigota e Promastigota. N — nucleo; K — cinetoplasto; F- flagelo.
FONTE: Adaptado de: BATES, 2007.

O ciclo de vida do parasito se inicia quando uma fémea infectada realiza um
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, inoculando, através de sua
probdscide, formas infectantes denominadas promastigotas. Estas sdo entdo
fagocitadas por macrofagos, dentro dos quais se diferenciam em formas
amastigotas, que se reproduzem por fissdo binaria até finalmente romper a
membrana da célula infectada para em seguida infectar outras células fagociticas
(PIMENTA, 2003; BANULS et al., 2007).

Durante a busca por alimento sanguineo, uma fémea de flebotomineo pode
ocasionalmente ingerir formas amastigotas de Leishmania junto com o sangue
infectado de um hospedeiro vertebrado, iniciando uma nova etapa no ciclo de vida
do parasito. Ja no inseto, as formas amastigotas s&o conduzidas ao intestino médio,
onde permanecem durante aproximadamente 12 a 20 horas e se diferenciam em
promastigotas, que durante um novo repasto sanguineo podem ser transmitidas a
um novo hospedeiro vertebrado, dando continuidade ao ciclo de transmissao

(PIMENTA, 2003; MICHALICK, 2005) (FIGURA 5).
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FIGURA 5: Ciclo de vida de Leishmania. Formas promastigotas no trato digestivo do vetor e
formas amastigotas no interior de macréfagos do hospedeiro vertebrado.
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2006.

A leishmaniose tegumentar americana ja € registrada em todas as unidades
federadas do Brasil desde o ano de 2003, e a regiao norte € a que mais apresenta
casos, com aproximadamente 36,7% do total de casos registrados para o pais
durante o periodo de 1990 a 2011, além disso a regiao também apresenta os
maiores coeficientes médios com cerda de 80 casos por 100.000 habitantes
(BRASIL, 2013).

O estado do Amazonas apresentou um total de 10.645 casos confirmados
notificados no Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo (SINAN), durante o
periodo de 2007 a 2012, por municipio. Todos os 59 municipios do estado do
Amazonas apresentaram registros para LTA, dentre os quais a capital do estado
apresentou 0 maior niumero de casos notificados, enquanto o municipio de Labrea
foi o décimo colocado em numero de casos (TABELA 2), contudo a quantidade
elevada de casos notificados na capital deve estar associada a presenca da

Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), centro de
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referéncia para atendimento de pacientes com leishmaniose tegumentar americana.
Porém, segundo dados de doencas de notificagdo compulsodria fornecidas pela FMT-
HVD somente no ano de 2012 foram notificados 876 casos de LTA, néo
corroborando com os 607 casos apresentados pelo SINAN durante o mesmo
periodo, demostrando assim uma incompatibilidade de dados e um possivel

problema de subnotificagao.

TABELA 2: Dez municipios do estado do Amazonas com maior nimero de casos notificados
confirmados de LTA, durante o periodo de 2007 a 2012.
FONTE: Adaptado de: SINAN/BRASIL, 2013.

Municipios 2007 2008 2009 2010 2011 2012 TOTAL
Manaus 1160 758 640 381 1090 607 4636
Rio Preto da Eva 322 217 124 76 190 144 1073
Presidente Figueiredo 214 179 101 128 158 148 928
Coari 15 46 122 187 91 14 475
Itacoatiara 106 91 61 12 60 59 389
Tefé 12 18 42 39 157 33 301
Humaita 5 78 52 54 49 42 280
Boca do Acre 40 45 33 37 52 19 226
Apui 77 31 40 17 27 14 206
Labrea 28 48 18 61 23 14 192

4.3 DETECGAO DE LEISHMANIA NO ESTADO DO AMAZONAS

Estudos que apresentam registros de Leishmania no estado do Amazonas
sd0 escassos e estdo concentrados na cidade de Manaus, e em suas proximidades.
Em grande parte destes estudos a detecgdo de Leishmania é realizada em lesdes
de pacientes que receberam algum tipo de atendimento médico (ROMERO et al.,
2002; GUERRA et al., 2003; GUERRA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007; TEIXEIRA
et al., 2008; FIGUEIRA et al., 2008; ANRADE et al., 2011; BENICIO et al., 2011;

CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011; COELHO et al., 2011; GUERRA et al., 2011;



31
NEVES et al, 2011), e além disso ha poucos trabalhos de deteccdo em
flebotomineos (ARIAS & FREITAS, 1978; ARIAS et al., 1987; PINHEIRO et al., 2008;
PINHEIRO et al., 2010).

A deteccédo e identificagdo das espécies L. (V.) braziliensis e L. (V.)
guyanensis foi reportada por Romero et al., (2002) em um total de 71 pacientes da
cidade de Manaus, utilizando anticorpos monoclonais e eletroforese de enzimas,
sendo destacada a predominéncia de L. (V.) guyanensis. Guerra et al., (2003)
apresentaram um estudo de caso com um total de 48 militares com lesbdes de LTA
que se manifestaram apds uma operagao de treinamento militar na Amazénia. A
deteccdo do parasito foi realizada por pesquisa direta em material corado com
GIEMSA, e a identificagao sé6 foi possivel ao nivel de género.

Figueira et al., (2008) identificaram as espécies L. (V.) guyanensis e L. (V.)
naiffi em um total de 23 isolados de lesdes de pacientes de Manaus e no municipio
de Rio Preto da Eva, utilizando eletroforese de isoenzimas. Em um estudo com um
total de 90 casos, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para a
confirmacédo de diagndstico histopatolégico consistente com LTA em Manaus. Os
parasitos foram detectados e identificados somente ao nivel de género, contudo o
autor destaca a importancia da ferramenta molecular na confirmag¢ao do diagndstico
(ANRADE-FILHO et al., 2011).

Benicio et al, (2011) também realizam deteccdo e identificacédo de
Leishmania, por exame direto, bidépsia cutdnea com realizacdo de exame
histopatolégico, reagcdo em cadeia da polimerase e cultura. O estudo identificou as
espécies L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis provenientes de lesbes de 180

pacientes.
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Em um estudo de caracterizacdo de Leishmania na cidade de Manaus um
total de 209 Leishmania spp. foram isoladas de pacientes que residem na cidade e
em regides proximas. As espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.)
amazonensis e L. (V.) naiffi foram caracterizadas utilizando anticorpos mono clonais
e isoenzimas (COELHO et al., 2011). Neves et al., (2011) realizaram a identificagao
de cepas de Leishmania em lesbes de 185 pacientes de Manaus, por PCR-RFLP
(restriction fragment length polymorphism). Todos os pacientes estavam infectados
por L. (V.) guyanensis.

Guerra et al., (2011) realizaram detec¢do e identificacdo de espécie de
Leishmania, por reagcdo de PCR seguida de RFLP, em pacientes que buscaram o
atendimento médico na Fundagdo de Medicina Tropical (FMT), em Manaus e foram
diagnosticados com leishmaniose mucosa. Um total de 46 casos com sua origem
geografica foram registrados, destes, 30 casos por L. (V.) braziliensis e 16 L. (V.)
guyanensis. Foi o primeiro registro de casos LM em 16 municipios do Estado do
Amazonas e de deteccdo de ambas as espécies em 4 municipios do Estado.

Em um estudo sobre vetores de LTA realizado na cidade de Manaus, coletou
um total de 6337 flebotomineos que foram submetidos a dissecg¢ao do tubo digestivo
para deteccao do parasito. Um total de 466 individuos foi considerado infectado,
estes pertenciam a 6 espécies, porém somente nas espécies Ny. umbratilis e Ny.
anduzei foi possivel realizar a identificacdo do parasito, que foi confirmado como L.
(V.) guyanensis (ARIAS & FREITAS, 1978). Arias et al., (1987) também realizaram
um estudo sobre vetores de LTA na cidade de Manaus e por sua vez encontraram L.
(L.) amazonensis infectando as espécies Bichromomyia flaviscutellata e Bi. olmeca

nociva.
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Os estudos com hospedeiros vertebrados também estdo concentrados na
cidade de Manaus, onde foi encontrado Proechimys guyannensis, Marmosa cinerea
e Didelphis marsupialis infectados por L. (L.) amazonensis (ARIAS et al., 1987),
Didelphis marsupialis também foi encontrada infectada com por L. (V.) guyanensis e
L. (L.) amazonensis (ARIAS & NAIFF, 1981) em um estudo sobre hospedeiros
reservatorios em area urbana da cidade de Manaus. Estes sdo alguns modelos de
trabalho que podem auxiliar na elucidacdo do ciclo de transmissdo de LTA,
esclarecendo relacdes entre espécies hospedeiras, vetores e parasitas e delimitando

areas de circulagao de espécies infectantes.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 AREA DE ESTUDO

O municipio de Labrea (07°15'S/64°47'W) esta localizado entre os rios
Madeira e Purus, em divisa com o estado de Ronddbnia e entre municipios de Boca
do Acre, Pauini, Itamarati, Tapaua e Canutama. A cidade possui 36.826 habitantes e
uma area de aproximadamente 68.234 Km? (IBGE/CIDADES, 2010) (FIGURA 6;

FIGURAT7).
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FIGURA 6: Municipio de Labrea, localizada ao sul do estado do Amazonas, Brasil.

FIGURA 7: Area urbana do municipio de Labrea, localizado as margens do rio Purus, estado do
Amazonas, Brasil.

No municipio encontram-se diversas unidades de conservagdo e terras
indigenas (TIs) como a Tl Paumari do Ituxi, TI Paumari do lago Maraha, Tl Juma, TlI
Jacareuba/Katawixi, Tl Hi-Merim&, entre outras presentes na area (FIGURA 8).

Dentre estas, esta a Terra Indigena Caititu, homologada, registrada no Cartério de
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Registro de Imodveis — CRI e Secretaria do Patriménio da Unido — SPU, decreto n°
282, de 29 de outubro de 1991 publicado em 30/10/1991, sul do estado do
Amazonas, sendo caracterizada como de ocupacdo tradicional e permanente
indigena. A Tl Caititu possui uma area oficial de 308.062 hectares e uma populagao
de aproximadamente 1.022 indigenas, composta por trés povos indigenas que estao

presentes neste territorio, sendo estes os povos Apurind, Jamamadi e Paumari.
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FIGURA 8: Terras Indigenas localizadas nas proximidades do municipio de Labrea, estado do
Amazonas, Brasil.

A Aldeia Castanheira fica a aproximadamente 24 km de distancia da area
urbana do municipio de Labrea, esta localizada na Terra Indigena Caititu, e possui
cerca de 70 habitantes, de acordo com censo do Subsistema de Atencdo a Saude
Indigena/Secretaria Especial de Saude Indigena (SIASI/SESAI)(FIGURA 9; FIGURA
10). Esta aldeia é habitada por indigenas da etnia Apurind, que € um povo que
historicamente ocupou areas relativamente proximas as margens do Riu Purus,

presentes também nos estados do Amazonas, Mato Grosso e Roraima. Este povo
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apresenta uma populacdo de aproximadamente 8.267 habitantes, com uma
organizagao social disposta em pequenos grupos familiares que se distribuem pelas

comunidades (SIASI/SESAI, 2012).
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FIGURA 9: Localizagao da Aldeia Castanheira (Terra Indigena Caititu), em relagédo a cidade de
Labrea, estado do Amazonas.

FIGURA 10: A - Casa tradicional na Aldeia Castanheira, localizada na Tl Caititu. B - Moradora
da Aldeia e animais domésticos.

A lingua falada por esse povo € o Apurind, que pertence a familia Maipure-

Aruak do ramo Purus, e mais proxima ao Piro, que é conhecida no Brasil como
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Manchineri (FACUNDES, 1994). O histérico de contato do povo Apurind com os nao-
indios ndo € diferente da maioria dos povos indigenas da Amazénia e datam do final
do século XIX quando a exploracdo da borracha passou a ser realizada em areas
ocupadas pelos indigenas o que gerou inumeros conflitos e acabou por interferir e
influenciar a cultura do povo Apurina (SCHIEL, 2000).

As atividades produtivas do povo Apurind em geral, bem como os habitantes
da Aldeia Castanheira, séo regidas por fatores ambientais, dependendo do ciclo das
aguas nos periodos de seca e de chuva que determinam a execug¢do da pesca,
agricultura e extracéo de produtos da floresta (CANETE et al., 2008).

A pesca € uma atividade essencial para os Apurind, sendo realizada durante
todo o ano. No periodo de vazante e de seca quando os lagos apresentam peixes
em abundancia, esta atividade apresenta-se em carater comercial, 0 que nao é visto
no restante do ano, quando a pesca possui um carater de subsisténcia presente no
cotidiano das familias (CANETE et al., 2008).

No periodo de extrativismo, uma atividade que envolve todos os individuos, a
extragdo de Oleo de andiroba e coleta de castanha-do-Brasil se fazem muito
presente, sendo atividades com fins comerciais que acontecem durante o periodo de
dezembro a margo. Em abril, apés o periodo de extrativismo, iniciam-se as
atividades agricolas, que por apresentarem dificuldades no transporte e qualidade
da producdo exigida pelo mercado se apresentam em carater de subsisténcia

(CANETE et al., 2008).
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5.2 COLETA DE PHLEBOTOMINAE

A coleta de Phlebotominae na Terra Indigena Caititu foi realizada durante o
periodo de 17 ao dia 24 de fevereiro de 2012, totalizando 8 dias de captura. Uma
segunda viagem para a Tl Caititu foi realizada, porém a companhia aérea
responsavel pelo transporte do material de coleta n&o realizou a entrega durante o
periodo de estadia na cidade de Labrea, ndo havendo condi¢gbes de realizar a
segunda coleta prevista para o periodo de abertura dos rogados pelos indigenas.

Foram utilizadas armadilhas luminosas modelo HP (PUGEDO et al. 2005),
que utilizam quatro pilhas alcalinas, tamanho grande de 1,5V como fonte de energia
tanto para a luz quanto para o motor da ventoinha, que mantém um fluxo de ar
continuo em direcdo a uma gaiola entomoldgica constituida de hastes de metal e
envolta por tecido a qual os insetos ficam acondicionados. Um saco plastico foi
instalado de modo que toda a area da gaiola entomolégica fosse coberta, para que
em caso de chuva ndo molhasse o material coletado (FIGURA 11). As armadilhas
foram instaladas a uma altura de até 2 m, em 10 pontos ao longo do castanhal
utilizado para a exploragéo da castanha-do-Brasil, e ao longo do iagarapé Poagua,

utilizado pelos indigenas para as atividades diarias (TABELA 3).

TABELA 3: Relagcdo de todos os pontos de coleta presentes na Aldeia Castanheira com suas
respectivas coordenadas geograficas.

Ponto de coleta Latitude Longitude
1 7°27'32.50"S 64°43'54.30"0
2 7°27'39.90"S 64°43'35.00"0
3 7°27'35.50"S 64°43'55.30"0
4 7°27'32.10"S 64°43'51.50"0
5 7°27'28.70"S 64°43'42.20"0
6 7°27'31.00"S 64°43'50.20"0
7 7°27'30.60"S 64°43'49.20"0
8 7°27'30.90"S 64°43'42.40"0
9 7°27'29.70"S 64°43'42.80"0

N
o

7°26'55.48"S 64°43'42.97"0
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FIGURA 11: Armadilhas luminosa instaladas na Aldeia Castanheira, Tl Caititd,
para a coleta de flebotomineos.

FIGURA 12: Coleta de flebotomineos utilizando aspirador manual em base
de arvore. Aldeia Castanheira, Terra indigena Caititu, Labrea.

O tempo de funcionamento das armadilhas foi de 24 h devido a dificuldade de

acesso a area de coleta, com exposi¢cao de sete noites e totalizando um esforgo
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amostral de 156 h por armadilha. Também foram utilizados aspiradores durante o
periodo da manha de 8h as 11h para varredura em troncos de arvores também ao
nivel do solo de até 2 metros de altura(FIGURA 11; FIGURA 12). A coleta de
Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) foi realizada sob a licenga SISBIO/IBAMA

(32971 e 15955-1).

5.3 MANUTENGAO E PROCESSAMENTO DOS FLEBOTOMINEOS COLETADOS

A cada manha foi feita a manutencdo das 10 armadilhas instaladas na TI
Caititu, que consistiu na retirada das gaiolas entomoldgicas e a subsequente
reposicdo por uma gaiola vazia. A checagem da lampada que funcionou como
atrativo luminoso também foi realizada, além de um rodizio das pilhas que
alimentam a armadilha, pois foi observado um maior gasto de energia nas pilhas
destinadas a alimentagao do motor que mantém o fluxo continuo de ar direcionado a
gaiola entomoldgica, do que as destinadas a alimentagdo da lampada, garantindo
assim um perfeito funcionamento durante todo o periodo amostral.

Os flebotomineos foram retirados das gaiolas entomoldgicas com auxilio de
capturadores manuais e pinceis entomoldgicos, e foram mortos por congelamento,
acondicionados em congelador, a -20 °C por 10 minutos. Em seguida a triagem do
material foi realizada, separando individuos machos e fémeas utilizando pincas
entomoldgicas. Uma segunda triagem também foi realizada para as fémeas,
separando aquelas que apresentavam algum sinal de repasto sanguineo em seu
abdémen daquelas que n&o apresentavam vestigio de alimentagdo sanguinea, pois

as fémeas ingurgitadas (que apresentaram sinal de alimentagado) foram usadas para
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a identificacdo de repasto sanguineo (estudo de fonte alimentar). Os flebotomineos
coletados foram acondicionados individualmente em microtubos de 1,5 mL contendo
DMSO 6% (dimetilsulfoxido), que age como um crioprotetor evitando a morte celular
durante o processo de congelamento. Os insetos foram mantidos congelados em
-20°C até o retorno ao laboratdrio, onde foi realizada a dissecc¢ao e identificacdo dos
flebotomineos coletados na Tl Caititu, além de todos os ensaios de biologia

molecular realizados neste trabalho.

5.4 DISSECGAO, PREPARO DAS AMOSTRAS E IDENTIFICAGAO DOS
PHLEBOTOMINAE

A dissecgao e toda o restante das analises laboratoriais (FIGURA 14) foram
realizadas no Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ MINAS. Os insetos
foram dissecados em solugao salina tamponada — PBS (Phosphate buffered saline)
estéril, com auxilio de estiletes entomoldgicos adaptados com agulhas de insulina
estéreis e descartaveis, e consistiu na retirada cuidadosa dos trés ultimos
segmentos abdominais e cabega das fémeas que foram transferidos para outra
lamina e montados em liquido de Berlese, que possibilita a analise de estruturas
internas com maior nitidez, devido a sua baixa refringéncia. O restante do corpo das
fémeas foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL contendo 200 uL de PBS
estéril e armazenado em congelador até o passo de extragdo de DNA. Os machos
foram clarificados conforme o método descrito por Forattini (1973), montados em
balsamo do Canada e depositados na colecao de flebotomineos do Centro de
Referéncia Nacional e Internacional para Flebotomineos, Centro de Pesquisas René

Rachou/FIOCRUZ.
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A identificagdo dos flebotomineos foi realizada de acordo com as chaves de
Galati (2003) e Young & Duncan (1994) e seguiu-se classificagdo proposta por Galati
(2003). Os insetos foram identificados com auxilio de microscopia Otica para
observacédo de caracteres morfolégicos internos e externos presentes nos insetos

coletados.

5.5 DETECGAO E INFECGAO NATURAL DE FLEBOTOMINEOS POR
LEISHMANIA SPP.

5.5.1 EXTRAGAO DE DNA DAS FEMEAS CAPTURADAS

Para o ensaio de deteccgao de Leishmania por ITS1 PCR, as amostras foram
organizadas de acordo com a disponibilidade do numero de individuos por espécie
coletada referentes ao mesmo ponto de coleta. Estas foram organizadas em pools
de flebotomineos que variaram de 2 a no maximo 10 individuos por tudo. As fémeas
ingurgitadas, destinadas ao estudo de fonte alimentar foram analisadas
individualmente.

A extracao de DNA de todos os individuos coletados na Tl Caititu foi realizada
utilizando o kit de extracao de tecido e célula Gentra Puregene® da QIAGEN,
seguindo especificacbes do fabricante e modificagdes realizadas por Quaresma et
al. (2011). Os individuos organizados em pools ou dispostos individualmente em
microtubos foram macerados com auxilio de pistilos autoclavados em 100 yL de
solucao de lise celular, para amostras de uma fémea, ou 200 uL para amostras em
pools (2 a 10 individuos). Em seguida foi adicionado 1 yL (para uma fémea) ou 1,5
WL (para pool) de solugao de proteinase K, homogeneizada por inversao e incubada

a 55 °C overnight. Ao término do periodo de incubagdo em proteinase K, 1 uL (para
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uma fémea) ou 1,5 uL (para pool) de RNAse foi adicionado a cada amostra,
homogeneizada por inversao e incubada por 37 minutos a 37 °C, seguido de uma
incubacéao de trés minutos ao gelo, em seguida foi adicionado 100 uL de solugéo de
precipitacdo de proteinas e “vortexado” por 20 segundos sob alta velocidade seguido
de centrifugagédo por cinco minutos a 14000 rpm (12000x g). O sobrenadante foi
transferido cuidadosamente para um tubo novo e foi adicionado 300 pL de
isopropanol, sendo homogeneizado por imersdo e seguido de centrifugacao,
novamente a 14000 rpm. Na sequéncia, o sobrenadante foi descartado e o tubo
cuidadosamente mantido aberto foi secado invertido contra um papel absorvente.
Uma vez que o tubo esteva totalmente seco, foi adicionado etanol 70%, seguido
inversao abundante e nova centrifugacéo a 14000 rpm por cinco minutos. A extragao
de DNA foi finalizada com o descarte do sobrenadante, secagem utilizando o
aparelho Concentrator (Savant speed vac®), e apds a total secagem dos tubos, foi
adicionado solugéo de hidratagdo de DNA, 25 uL (amostra individual) ou 40 pL (para
pool). Um ultimo passo de incubagao a 65 °C por uma hora seguido de incubagao a
temperatura ambiente overnight ainda foi feito antes do armazenamento em
congelador a temperatura de -20 °C.

A quantificagdo das amostras de DNA foi realizada utilizando o
espectrofotdbmetro de microvolume Nanodrop®-1000, para aferir a concentracao e
pureza das amostras. Seguindo as recomendagdes do fabricante o espectro de luz
foi ajustado para 260 e 280 nanbmetros, para detec¢cdo de acidos nucléicos e a
razao de absorbancia de 260nm/280nm foi utilizada para avaliar a pureza do

material extraido, aceitando-se valores entre 1,4 e 1,8.
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5.5.2 AMPLIFIAGAO DO ALVO CACOFONIA POR PCR

A reacao de amplificacdo direcionada ao alvo IVS6 (Cacofonia), gene
constitutivo de DNA de flebotomineo, foi realizada como o primeiro teste de controle
da extracdo de DNA, pois uma vez que o fragmento de flebotomineo fosse
amplificado confirmaria a eficiéncia da reacao de extragao.

A reacgao foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Lins et al.
(2002). Os primers utilizados foram: 5LIcac 5' GTG GCC GAA CAT AAT GTAG 3' e
3LIcac 5' CCA CGAACAAGT TCAACATC 3'. O volume final da reagao foi de 25 pL
distribuidos em: 2.5 yL de PCR Buffer 10x, 0.5 yL de dNTP 200 uM, 1 uL de cada
primer 50 pmol, 0.7 uL de Paltinum Taq® DNA Polymerase SU/uL (Invitrogen), 17.3
ML de H2O e 2 yL de DNA template.

A amplificacdo foi realizada em aparelho termociclador automatico
Eppendorf® Mastercycler gradient com o seguinte programa: uma desnaturagao
inicial de 94° C por 12 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagao a 94° C por 30
segundos, anelamento a 55° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por 30
segundos, com uma extensao final de 72° C por 10 minutos, gerando um produto de

aproximadamente 220 pares de bases.

5.5.3 AMPLIFICAGAO DO ALVO INTERNAL TRANSCRIBED SPACER 2 (ITS2)
POR PCR

A reagao de amplificacdo direcionada ao alvo Internal Transcribed Spacer 2
(ITS 2) foi realizada como controle da extragdo de DNA, pois uma vez que o

fragmento de flebotomineo fosse amplificado confirmaria a eficiéncia da reacédo de
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extracgéao.

A reacéo foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Depaquit et al.
(2002) e Zapata et al. (2012). Os primers utilizados foram Cla: &
CCTGGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCT 3 e P1AS 5 CGCAGCTAACTGTGTGAAATC
3’. O volume final da reacgao foi de 15 L distribuidos em: 0.75 uL de PCR Buffer 10x,
0.45 pL de MgCl; 1.5 mM, 0.3 yL de dNTP 200 uM, 0.15 uL de cada primer 50 pmol,
0.075 pL de Platinum Tag® DNA Polymerase 5U/uL (Invitrogen®), 11.625 uL de H,O
e 1.5 uL de DNA template.

A amplificacdo foi realizada em aparelho termociclador automatico
Eppendorf® Mastercycler gradient (FIGURA 13) com o seguinte programa: uma
desnaturacgao inicial de 94 °C por trés minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturagéo
a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 56 °C por 30 segundos e extensédo a 72 °C
por 60 segundos, com uma extensao final de 72 °C por 10 minutos, gerando um
produto de 480 a 516 pares de bases, dos quais 274 a 310 nucleotideos sao
atribuidos ao ITS 2.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio e analisados com sistema de foto documentagdo L-PIX EX

Loccus Biotecnologia® para a confirmagao da amplificagéo.

5.54 NESTED POLYMERASE CHAIN REACTION DO ALVO SSU DE
LEISHMANIA

A amplificagdo por nested PCR (Ln-PCR) foi direcionada ao alvo SSU rRNA
que é um fragmento de uma regido conservada entre as espécies de Leishmania, 0

que o torna um alvo em potencial para a detecgcdo direta do parasito sem a
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necessidade de isolamento a partir de amostras biolégicas (Van Eys et al., 1992;
Cruz et al., 2002; CRUZ et al., 2006). A reagao seguiu o protocolo descrito por Cruz
et al. (2002) que utilizou na primeira reagao os primers R1: 5 GGT TCC TTT CCT
GAT TTA CG 3' e R2: 5' GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 3'. Para este trabalho
devido ao baixo volume de DNA template e a impossibilidade de retorno a area de
coleta, os volumes finais das reagbes bem como os volumes de todos os reagentes
utilizados nas reacdes de PCR foram reduzidos proporcionalmente. Sendo assim, o
volume final da primeira reacao foi de 15 pL, dispostos em: 1.5 yL de PCR Buffer
10x 2 mM MgCl,, 0.3 yL dNTP mix 10mM, 0.3 pL de cada primer 15 pmol/uL, 9.18 pL
de H.0, 0.42 pL PaltinumTaq® DNA polymerase 1 U/uL (Invitrogen) e 3 uyL de DNA
template.

A amplificagdo foi realizada em aparelho termociclador Applied Biosystems
Veriti™ Thermal Cycler (FIGURA 13) com o seguinte programa: uma desnaturagao
inicial de 94 °C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por
30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30
segundos, com uma extenséo final de 72 °C por 5 minutos, gerando um produto de
603 pares de bases.

Antes da segunda reagao ser iniciada, uma diluigdo do produto da primeira
reacdo foi realizada da seguinte maneira: em tubos de 0,6 mL autoclavados
contendo 300 pL de H:0 foi adicionado 7.5 pL do produto da primeira reacido. Este
produto diluido foi utilizado como DNA template da segunda reagédo. Os primers
utilizados na segunda reagéo foram o R3: 5' TCC CAT CGC AAC CTC GGT T 3'e
R4: 5 AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3'. O volume final da segunda reagao

também foi de 15 pL, dispostos da seguinte forma: 1.5 yL de PCR Buffer 10x 2mM
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MgCl,, 0.3 uyL dNTP mix 10mM, 0.3 uyL do primer R3 15 pmol/uL, 0.15 uL do primer
R4 15 pmol/uL, 6.33 pL de H:0, 0.42 uL DNA polymerase (Biotools®) 1U/uL e 6 pL
de DNA template. A amplificacdo também foi realizada em aparelho termociclador
automatico Eppendorf® Mastercycler gradiente (FIGURA 12) com o seguinte
programa: uma desnaturagéo inicial de 94 °C por cinco minutos, seguido de 30 ciclos
de desnaturagao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 65 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos, com uma extensao final de 72 °C por 5 minutos,
gerando um produto de 353 pares de bases.

Como controle positivo foi utilizado DNA extraido de cepas referéncia de
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903),
L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), cedidas
gentilmente pelo Grupo de Estudos de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René
Rachou — FIOCRUZ.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio e analisados com sistema de fotodocumentagao L-PIX EX

Loccus Biotecnologia® para a confirmagao da amplificagéo.
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FIGURA 13: Aparelhos termocicladores utilizados nas reagdes de amplificagdo de
DNA. A. Mastercycler graditen — eppendor®; B. Veriti — Applied Biosystems®

5.5.5 AMPLIFICAGAO DO ALVO INTERNAL TRANSCRIBED SPACER 1 (ITS1)
POR PCR

Outro alvo também foi utilizado para a deteccao do DNA do parasito para
tentar estimar a infeccdo natural na Terra Indigena Caititu, este foi o Internal
Transcribed Spacer 1 (ITS1), que € um fragmento de aproximadamente 350 pares
de base. O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Schonian et
al., (2003) que optou pela abordagem PCR-RFLP (Polymerase chain reaction -
Restriction Fragment length Polymorphism). Os primers utilizados na reagao foram
LITSR: 5° CTG GAT CAT TTT CCG ATG 3" e L5.8S: 5° TGA TAC CAC TTA TCG
CAC TT 3. O volume final da reacao foi reduzido proporcionalmente para 15 pL
devido a pouca disponibilidade de DNA template. As concentragcdes e volumes de
reagentes utilizados foram as seguintes: PCR Buffer 10x 1.5 uL, MgCl, 50 mM 0.45
pL, dNTP 10 mM 0.3 pL, DMSO (dimetilsulféxido) 0.75 uL, primer LIT SR 10 pmol
0.75 uL, primer L5.8S 0.75 pL, Tag DNA Polymerase® (Invitrogen®) 5 U/uL, H,O

7.35 uL. Para cada reacéo foi utilizada um volume de 3 uL de DNA template.
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A amplificacdo foi realizada em aparelho termociclador automatico
Eppendorf® Mastercycler gradient (FIGURA 13) com o seguinte programa: uma
desnaturacao inicial de 95 °C por dois minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 53 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 60 segundos, com uma extensdo final de 72 °C por 10
minutos.

Como na reagdo com o alvo anterior, o0 SSU rRNA, foi utilizado como controle
positivo o DNA extraido de cepas referéncia de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), L.  brazliensis = (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), cedidas pelo Grupo
de estudo de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio e analisados com sistema de fotodocumentagao L-PIX EX

Loccus Biotecnologia® para a confirmagao da amplificagéo.

5.5.6 PURIFICAGAO DE BANDAS POSITIVAS PARA O SEQUENCIAMENTO

As bandas consideradas positivas na reagao amplificagao do alvo /ITS1 foram
retiradas dos géis de agarose com auxilio de laminas de bisturi descartaveis,
utilizando-se uma lamina para cada banda, e submetidas a reacado de purificagao,
realizada na Plataforma de sequenciamento do CpgRR. Foi utilizado o kit de
purificagdo QIAquick gel extraction da QIAGEN® adotando-se as recomendagdes do

fabricante.



50

5.5.7 RFLP (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) DO ALVO
ITS1 DE LEISHMANIA

Como descrito por Schonian et al, (2003), as amostras que foram
consideradas positivas para o alvo ITS 1 foram submetidas a reagcao de RFLP com a
enzima de restricao Haelll.

Os volumes dos reagentes e DNA template utilizados nesta reagcdo foram
dispostos na seguinte forma: 1 yL de Haelll (10U/pL), 1,5 pL 1X NEBuffer 4, 2,5 uL
de H,O destilada e 10,0 uL de produto de PCR, tendo assim um volume final de 15
ML.

A reacado ocorreu de acordo com as recomendagdes do fabricante (New
England Biolabs®), havendo apenas uma incubag¢do inicial da amostra ja
processada de 2 horas a 37 °C. Os perfis de restricdo foram visualizados em gel de
agarose 4% utilizando o sistema de foto documentagédo L-PIX EX Loccus
Biotecnologia® e comparados com os padrdes obtidos com os produtos da cepas de
referéncia utilizadas como controles positivos em todas as reacdes de PCR deste
trabalho:  Leishmania  amazonensis  (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis

(MHOM/BR/75/M4147).

5.5.8 AMPLIFICACAO DO ALVO HSP70 (HEAT SHOCK PROTEIN) DE
LEISHMANIA POR PCR

Neste trabalho ainda foi utilizado o alvo hsp70, seguindo protocolo descrito
por Garcia et al. (2004). Para esta reacéo de PCR foram utilizado os primers Hsp70

sen (5’ GACGGTGCCTGCCTACTTCAA  3)) e Hsp70 ant (%
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CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’). Os volumes originais também foram reduzidos
proporcionalmente, tendo assim uma reacao de volume final de 25 uL dispostos nos
seguintes valores: 2.5 yL de PCR Buffer 10x, 0.75 pL MgCl, 50 mM, 1.25 uL de
DMSO, 0.5 yL de dNTP 10 mM, 1 uL de cada primer a 10 pmol, 0.25 uL de Taq DNA
Polymerase® (Invitrogen®) 5U/uL e 5 yL de DNA template.

A reacédo de amplificacdo foi realizada em termociclador Applied Biosystems
Veriti™ Thermal Cycler, sob as seguintes condigbes: passo inicial de desnaturagao
de 5 minutos a 94 °C, seguido de 33 ciclos, cada um consistindo de 30 segundos a
94 °C, 1 mina 61°C e 3 min a 72 °C, finalizando com 10 min a 72 °C.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio e analisados com sistema de foto documentagdo L-PIX EX

Loccus Biotecnologia® para a confirmagao da amplificagéo.

5.5.9 TAXA DE INFECGAO NATURAL

Para esta investigacéo as taxas de infecgédo natural, considerando a presenca
de DNA de Leishmania nas amostras analisadas, foram estimadas de acordo com a
metodologia descrita por Paiva et al. (2007) que para calcular a taxa minima de
infeccao natural utilizou a seguinte formula:

Taxa minima (TM) = numero de grupos positivos x 100/numero total de insetos.

5.6 AMPLIFICAGAO DO ALVO CITOCROMO B (CYTB) PARA IDENTIFICAGAO
DE REPASTO SANGUINEO NAS FEMEAS DE FLEBOTOMINEOS COLETADAS

As amostras de fémeas que apresentaram indicios de alimentagdo sanguinea
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foram consideradas ingurgitadas e destinadas ao estudo de fonte alimentar, sendo
submetidas a reagao de amplificagdo direcionada ao gene citocromo B.

A reacao seguiu o protocolo descrito por Quaresma et al. (2012). Os primers
utilizados na reacao foram CYTB forward 5 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA
3’ e CYTB reverse 5 GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 3’. O volume final da
reacao foi de 15 pL distribuidos nos seguintes valores de reagentes e suas
concentracoes, e DNA template: 1.5 uL de PCR Buffer 10x, 0.45 pyL de MgCl, 50 mM,
0.3 uL de dNTP 10 mM, 0.75 uL de cada primer, 0.06 uL de Taqg DNA Polimerase®
(invitrogen®) 5 U/uL, 9.69 uL de H;0 e 1.5 uL de DNA template.

A reacdao de amplificagdo foi realizada em termociclador automatico
Eppendorf® Mastercycler, (FIGURA 13) sob as seguintes condigbes: passo inicial de
desnaturacao de 5 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos, cada um consistindo de 30
segundos a 95 °C, 30s a 58 °C e 30s a 72 °C, finalizando com 6 min a 72 °C.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio e analisados com sistema de foto documentagao L-PIX EX

Loccus Biotecnologia® para a confirmagao da amplificagao.

5.6.1 REAGAO DE SEQUENCIAMENTO GENETICO DO ALVO ITS1 DE
LEISHMANIA

A reacdo de sequenciamento genético foi realizada pela Plataforma de
sequenciamento Sanger do CPqRR/FIOCRUZ MINAS para identificar as espécies
de Leishmania detectadas em todas as amostras consideradas positivas para o alvo
ITS1. O sequenciamento genético foi realizado a partir dos produtos obtidos das

reagcoes de PCR, que foram purificados utilizando o kit de purificagdo QIAquick®
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PCR Purification kit (Qiagen), adotando-se as recomendagdes do fabricante. Foi
uilizado 1 pL do produto purificado que foi adicionado ao mix contendo seguintes
reagentes e volumes: 1 uL de primer a 3.3 pmol, sendo utilizados os primers senso
ou anti-senso por mix, 1 gL de Sequencing Buffer 5x, 1 yL de BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing e 6 pL de H,O. A reagao foi realizada em 35 ciclos de 95 °C
por 15 segundos e 65 °C por 15 segundos. Os produtos foram sequenciados em
equipamento ABI 3730xI DNA Analyzer. Os arquivos do sequenciamento foram
analisados com o programa FinchTV 1.4 (Geospiza), o BLAST foi utilizado para o
alinhamento das sequéncias obtidas com as sequéncias do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e as sequéncias foram alinhadas no programa

MEGAS5 (Kumar et al., 2008).
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5.6.2 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA

Coleta de flebotomineos

Fémeas
ingurgitadas

Fémeas Triagem do material

- Machos
F&meas ndo ingurgitadas
Disseccdo e identificacdo e
identificagdo

Extragdo de DNA Dissecgdo e identificagdo

Estudo de preferencia Estudo de infecgdo natural

alimentar: .
Citoromo b Extragdo de DMNA

Confirmagio da extracio:
Cacophany, IT5 2

Detecgdo do Detecgdo do
parasito: Detecgéo do parasito:
751 parasito: Hsp70
S5U rRMNA
Identificagdo do
parasito:
RFLP.
Sequenciamento

Andlise estatistica

FIGURA 14: Fluxograma esquematizando toda a metodologia utilizada para a realizagao deste
trabalho, desde a coleta de flebotomineos até a analise dos dados.
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6. RESULTADOS
6.1 COLETA DE FLEBOTOMINEOS E ESTUDO DE FAUNA

Um total de 1.267 flebotomineos pertencentes a trés subtribos, Lutzomyiina,
Psychodopygina e Sergentomyiina, foi coletado na Aldeia Castanheira, Tl Caititu,
municipio de Labrea, estado do Amazonas. Destes, 819 (64,6%) foram fémeas e
448 (35,4%) foram machos sendo a razdo de fémeas/machos igual a 1,82 (TABELA
4). Este total de insetos foi distribuido em 10 géneros (TABELA 4 e 5):
Bichromomyia, Evandromyia, Lutzomyia, Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia,
Psychodopygus, Sciopemyia, Trichophoromyia e Viannamyia, e 32 espécies de
flebotomineos (TABELA 2).

Em um total de 26 (2,1%) exemplares coletados, ndo foi possivel realizar a
identificacdo devido a perda de estruturas morfoldgicas utilizadas para a
classificagdo taxonémica. Pela mesma razdo um total de 119 (9,4%) foi identificado
somente ao nivel de género. Esta perda pode ter ocorrido durante uma das
seguintes etapas: i. processo de coleta; ii. triagem; iii. ou preparo de lamina, pois sao

insetos delicados e sensiveis ao manuseio.



TABELA 4: Total de espécies de flebotomineos coletados em Tl Caititu, Labrea, estado do Amazonas, por método de coleta no periodo de 17 a 24
de fevereiro de 2012.

ChDC CDC CDC cCDC cCDC cDC ChDC CDC cCDC cCDC 8 E»’ .
Género Espécie 3 4 5 9 10 o £ IE
o 2
FM F M FMFMFMF M F MFMFMF MFMFM
Evandromyia apurinan - - 3 - - - 1 - - - 5 - 2 -1 - 1 - - - - - - - 13
Evandromyia bacula - - 3 - - - 1 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - 5
Evandromyia begonae 5 - 20 - 1 - - - 2 - 4 - 5 35
Evandromyia infraspinosa 1 - 3 - - - - - - - 2 - - - - - - .- ... 6
Evandromyia saulensis - - - - - - - - - - - - 1 1 5 - - - . - - - - - 7
Evandromyia walkeri - -1 - - - - - - e 2 B R, | . 5
Lutzomyia sherlocki - - 5 - 3 - 2 - - -1 - - - - - .. ... 11
Sciopemyia  servulolimai - - 18 4 - - - - - - 1 - - - - - ... oo 23
Sciopemyia sordellii 9 1 26 - - - 5 1 3 - 15 5 3 1 -1 - - - 2 - - - - 71
Psathyromyia  abunaensis - - - - - - - - 1 - - 1 - - - - - - - - - - - - 2
Psathyromyia aragaoi - - - - - e - - e . - - - - - - I 1
Psathyromyia coutinhoi - - - e - - - e e e - - - - | 1
Psathyromyia barrettoi - - - - - - - - - - - 2 - - - - - . - - - - - 2
Psathyromyia dendrophyla - - - 2 - - - - - - - - -1 - - - - - - - 2 - - 5
Bichromomyia flaviscutellata - - - - - - - - - - - - 1 -2 - 2 - 2 - - - - - 7
Nyssomyia anduzei - - - - - - - - .- - -1 - - - - - -1 - - 2
Nyssomyia antunesi 2 - 18 2 4 - 8 - 14 4 20 5 38 7 5 - 3 - 4 3 - 3 - - 135
Nyssomyia richardwardi - - - - -1 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - 2
Nyssomyia yuilliyuilli 5 - 6 - 6 - 3 - - - 6 - 1 - - - - - .. L 27
Nyssomyia umbratilis 2 - 5 - 1 - 5 - 1 - 5 - 7 - - - - - - - - - - - 26
Psychodopygus ayrozai -1 2 1 11 1 - 8 - 15 9 9 7 - 1 - - - - - - - - 56
Psychodopygus carreirai 17 - 1 - - - - - 6 - - 2 4 - 2 - - - - 1 - - - - 17
Psychodopygus chagasi - 2 - - - - -1 - 2 - 2 - 6 - - - - - - - - - 13
Psychodopygus série chagasi 1 - - - - - 1 - 16 - 2 1 4 1 - - - - - - - - - - 26
Psychodopygus claustrei 1 1 - -1 1 - 1 1 - 2 5 1 5 - - - - - 2 - - - - 21
Psychodopygus davisi 7 6 3 4 2 2 7 1 97 4 19 2 46 9 7 1 6 1 - 2 - 1 -1 228
Psychodopygus llanosmartinsi - - - - - - - - 15 - 1 - 3 3 1 - 1 - - - - - - - 24
Psychodopygus  paraensis 21 4 - 1 1 2 2 1 - 23 6 5 2 - - - - - - - - - - 50
Trichophoromyia flochi -1 - 1T - 1 - 2 - - - M - 7 - 2 - 1 - 31 - - - - 56
Trichophoromyia ubiquitalis - 8 2 1 2 2 4 12 4 7 16 48 15 15 6 8 1 - 19 61 - 4 - - 235
Viannamyia furcata - - - -1 -1 - - - - - I 3
Viannamyia tuberculata - - 1 - - - - - - -2 - 1 - - - - ..o 4
Micropygomyia pilosa - - 2 - - - - - - -1 - - - - - ... .. 3
- sp* 6 2 6 3 4 1 6 2 13 1 14 9 6 8 2 1 1 2 10 17 5 - - - 119
Sem identificagcédo -1 - 3 - - - 3 - - 3 5 1 4 - 1 - - 1 2 - 2 - - 26
TOTAL 42 24 123 21 27 10 47 25 182 18 157 115 152 80 31 15 15 4 38 121 5 13 - 2 1267

sp* - Individuos identificados somente ao nivel de género.
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TABELA 5: Percentagem de fémeas e machos, por espécie, coletados na Tl Caititl, Labrea, estado
do Amazonas, fevereiro de 2012.

GENERO ESPECIE FEMEAS (%) MACHOS (%) TOTAL (%)
Evandromyia apurinan 13 1,0% - 0,0% 13 1,0%
Evandromyia bacula 5 0,4% - 0,0% 5 0,4%
Evandromyia begonae 35 2,8% - 0,0% 35 2,8%
Evandromyia  infraspinosa 6 0,5% - 0,0% 6 0,5%
Evandromyia saulensis 6 0,5% 1 0,1% 7 0,6%
Evandromyia walkeri 2 0,2% 3 0,2% 5 0,4%

Lutzomyia sherlock 11 0,9% - 0,0% 11 0,9%

Sciopemyia servulolimai 19 1,5% 4 0,3% 23 1,8%
Sciopemyia sordellii 60 4,7% 11 0,9% 71 5,6%
Psathyromyia abunaensi 1 0,1% 1 0,1% 2 0,2%
Psathyromyia aragaoi - 0,0% 1 0,1% 1 0,1%
Psathyromyia coutinhoi - 0,0% 1 0,1% 1 0,1%
Psathyromyia barrettoi - 0,0% 2 0,2% 2 0,2%
Psathyromyia  dendrophyla - 0,0% 5 0,4% 5 0,4%
Bichromomyia flaviscutellata 7 0,6% - 0,0% 7 0,6%
Nyssomyia anduzei - 0,0% 2 0,2% 2 0,2%
Nyssomyia antunesi 111 8,8% 24 1,9% 135 10,7%
Nyssomyia richardwardi - 0,0% 2 0,2% 2 0,2%
Nyssomyia yuilliyuilli 27 2,1% - 0,0% 27 2,1%
Nyssomyia umbratilis 26 2,1% - 0,0% 26 2,1%
Psychodopygus ayrozai 36 2,8% 20 1,6% 56 4,4%
Psychodopygus carreirai 14 1,1% 3 0,2% 17 1,3%
Psychodopygus chagasi - 0,0% 13 1,0% 13 1,0%
Psychodopygus série chagasi 24 1,9% 2 0,2% 26 2,1%
Psychodopygus claustrei 6 0,5% 15 1,2% 21 1,7%
Psychodopygus davisi 194 15,3% 34 2,7% 228 18,0%
Psychodopygus llanosmartinsi 21 1,7% 3 0,2% 24 1,9%
Psychodopygus  paraensis 38 3,0% 12 0,9% 50 3,9%
Trichophoromyia flochi - 0,0% 56 4,4% 56 4,4%
Trichophoromyia  ubiquitalis 69 5,4% 166 13,1% 235 18,5%
Viannamyia furcata 3 0,2% - 0,0% 3 0,2%
Viannamyia tuberculata 4 0,3% - 0,0% 4 0,3%
Micropygomyia pilosa 3 0,2% - 0,0% 3 0,2%
- sp* 73 5,8% 46 3,6% 119 9,4%
Sem identificacao 5 0,4% 21 1,7% 26 2,1%
TOTAL 819 64,6% 448 35,4% 1267 100,0%

®* sp*-Individuos identificados somente ao nivel de género.
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A espécie Th. ubiquitalis correspondeu a um total de 235 (18,5%) espécimes
coletados, foi a mais abundante, seguida de Ps. davisi, que totalizou 228 (18%) e
Ny. antunesi com um total de 135 (10,7%). As espécies identificadas somente ao
nivel de género corresponderam a 119 (9,4%) e a soma de todas as outras espécies

foi de 550 (43,4%) exemplares coletados (FIGURA 15).

m Ny antunes

m FPs. davsi

B Th. ubiquitalis
sp

m Qutras

FIGURA 15: Percentagem das espécies mais abundantes e total da soma das
espécies menos abundantes coletadas na Aldeia Castanheira, Tl Caititi, Labrea,
estado do Amazonas, no periodo de 17 a 24 de fevereiro de 2012.

6.2 ESTUDO DE INFECGAO NATURAL EM FLEBOTOMINEOS COLETADOS NA
ALDEIA CASTANHEIRA, MUNICIPIO DE LABREA

6.2.1 DETECGAO DE LEISHMANIA

Um total de 559 (68%) exemplares fémeas, distribuidos em 82 pools de
flebotomineos, foi utilizado para a detecgao molecular de Leishmania utilizando os
alvos ITS1, SSUrRNA e Hsp70.

Todas as amostras utilizadas para o estudo de infec¢cao foram testadas para

os trés alvos, contudo so foi constada a amplificacdo nas reacdes para o alvo /ITS1,
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sendo considerada como negativa todas as reagdes para os outros alvos, SSUrRNA
e Hsp70, pois ndo houve amplificacédo. Deste modo, um total de 14 (17%) pools
foram positivos (TABELA 6), porém estes resultados n&do foram considerados
satisfatorios uma vez que a intensidade do sinal das bandas foi fraco (FIGURAS 16,
17 e 18). Estes pools pertencem a 7 espécies: Ny. antunesi, Ny. umbratilis, Ny. yuilli
yuilli, Ps. ayrozai, Sc. servulolimai, Th. ubiquitalis e Ps. davisi.

Um total de 68 (83%) pools (TABELA 7) foi negativo para a presenga de DNA
de Leishmania, os quais foram distribuidos em 64 pools de flebotomineos
identificados ao nivel de espécies (16 espécies) e quatro pools de exemplares
classificados somente ao nivel de género porque as estruturas de importancia
taxondmica foram perdidas durante a captura e/ou clarificagdo e/ou montagem dos

exemplares.

TABELA 6: Total de pools positivos para detecgao de Leishmania utilizando o alvo /TS1, por ponto de

coleta e espécie.

Espécie Ponto(s) Pool flebs/pool
Ev. apurinan 6 PL52 4
Ny. antunesi 1,3,4 PL9 10
Ny. antunesi 2 PL15 9
Ny. antunesi 5 PL36 9
Ny. antunesi 6 PL46 10
Ny. antunesi 8,9 PL74 7
Ny. umbratilis 6 PL55 4
Ny. yuilli yuilli 6 PL56 4
Ps. ayrozai 5 PL33 7
Ps. ayrozai 6 PL48 10
Ps. davisi 7 PL67 10
Sc. servulolimai 2 PL11 10
Th. ubiquitalis 5 PL35 4
Th. ubiquitalis 6 PL51 5




60

PL3 PL4 PL8 PL3 PL37 PL41 PL4PL48 PL49

FIGURA 16: Confirmacéo em gel de agarose [1,5%] para a amplificacdo do alvo ITS1.
Trés pools de fémeas apresentaram banda: PL35 - Th. ubiquitalis, PL46 - Ny. antunesi,
PL48 - Ps. ayrozai. PM — Marcador de tamanho molecular, B - branco da reagéo, La (+) -

controle positivo de Leishmania amazonensis, Lb (+) - controle positivo de L. braziliensis.

PL16 PL18 PL19 PL20 PL21 PL22 PL23

FIGURA 17: Confirmacdo em gel de agarose [1,5%)] para a amplificacdo do alvo ITS1.
Cinco pools de fémeas apresentaram banda: PL9 - Ny. antunesi, PL11 - Sc. servulolimai,
PL15 - Ny. antunesi, PL33 - Ps. ayrozai, PL36 - Ny. antunesi, PM - Marcador de tamanho
molecular, B - branco da reagao, La (+) - controle positivo de Leishmania amazonensis, Lb
(+) - controle positivo de L. braziliensis.
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FIGURA 18: Confirmagéo em gel de agarose [1,5%)] para a amplificacdo do alvo ITS1.
Cinco pools de fémeas apresentaram banda: PL51 - Th. ubiquitalis, PL55 - Ny. umbratilis,
PL56 - Ny. yuilli yuilli, PL74 - Ny. antunesi, PL67 - Ps. davisi. PM - Marcador de tamanho
molecular, B - branco da reagao, Lb(+) - controle positivo de L. braziliensis.

TABELA 7: Total de pools negativos para deteccdo de Leishmania
utilizando o alvo ITS1, por ponto de coleta e espécie.

Espécie Ponto(s) Pool Flebs/Pool
Bi. flaviscutellata 8,9 PL75 4
Ev. apurinan 2 PL14 3
Ev. apurinan 6 PL52 4
Ev. begonae 2 PL18 10
Ev. begonae 2 PL19 4
Ev. begonae 2 PL24 6
Ev. begonae 6 PL59 3
Ev. begonae 7 PL70 3
Ev. saulensis 8 PL73 5
Lu. sherlocki 3,4 PL1 3
Lu. sherlocki 2 PL21 3
Ny. antunesi 4 PL10 2
Ny. antunesi 5 PL37 4
Ny. antunesi 6 PL47 9
Ny. antunesi 7 PL60 10
Ny. antunesi 7 PL61 10
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Sc. sordelli 2 PL81 10
Sc. sordelli 2 PL82 7
Th. ubiquitalis 3,4 PL4 7
Th. ubiquitalis 2 PL13 2
Th. ubiquitalis 6 PL50 10
Th. ubiquitalis 8,9 PL72 6
Th. ubiquitalis 10 PL76 10
Th. ubiquitalis 10 PL77 7
Trichophoromyia sp. 10 PL78 8

Ao final das reacbes de amplificagdo para o alvo /TS1, as bandas
consideradas positivas foram retiradas do gel de agarose e purificadas. Este
procedimento s6 pbéde ser realizado em um total de sete amostras, pois estas
apresentaram uma intensidade no sinal da banda suficiente para que fossem
retiradas de forma precisa e sem contaminagao de uma amostra para outra.

Apos a purificacdo dos sete produtos mencionados, uma re-amplificacdo do
alvo ITS1 foi realizada, seguindo as mesmas condi¢cdes de volumes, concentragdes,
temperatura e tempo, da reacdo anterior. Este procedimento resultou em sete
produtos de PCR, com intensidade satisfatoria das bandas especificas (FIGURA 19).
Sete (8,5%) pools de flebotomineos foram utilizados e considerados positivos para a
presenca de Leishmania, sendo estes distribuidos em seis espécies: Sc.

servulolimai, Th. ubiquitalis, Ev. apurinan, Ny. umbratilis, Ny. yuilli yuilli, Ps. Davisi.
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PM PL11 PL35 PL51 PL52 PLSS PLS56 PL67
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L. (L.) amazonensis
L. (V) braziliensis
L. (V.) guyanensis

FIGURA 19: Reamplificagcdo de bandas purificadas. Confirmagao em gel de agarose [1,5%] para a
amplificagdo do alvo ITS1. Sete pools de fémeas apresentaram banda: PL11 - Sc. servulolimai,
PL35 - Th. ubiquitalis, PL51 - Th. ubiquitalis, PL52 — Ev. apurinan, PL55 - Ny. umbratilis, PL56 - Ny.
yuilli yuilli, PL67 — Ps. davisi, PM - Marcador de tamanho molecular, B - branco da reagao, e
controles positivos L.a - L. amazonensis L.b - L. braziliensis e L.b - L. guyanensis.

6.3 IDENTIFICAGAO DE LEISHMANIA
6.3.1 ABORDAGEM PCR-RFLP

A reagao de RFLP foi utilizada para a identificacdo das espécies de
Leishmania detectadas pela amplificacdo do alvo [/TS7, sendo assim uma
abordagem PCR-RFLP. A digestdo foi realizada com todas as sete amostras
consideradas positivas para a amplificacdo do alvo /ITS7, além dos quatro controles
que foram utilizados nesta digestédo: L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum e L.
guyanensis.

A digestédo resultou em perfis que ndo demonstraram claramente quais as

espécies de Leishmania foram detectadas, sendo assim nao foram considerados
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dados satisfatérios optando-se pelo sequenciamento de todas as amostras. Os
perfis de restricdo obtidos apresentaram indicios de coinfecgdo entre L.
amazonensis e L. braziliensis nas amostras PL11, PL51, PL55, PL56, PL67, e ainda
indicios de infeccdo por L. amazonensis na amostra PL52, além L. infantum na

amostra PL35 (FIGURA 20).
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L. {L.) amazonensis
L. infantum
L. (V) guyanensis

FIGURA 20: Reagédo de RFLP. Visualizagdo em gel de agarose [4%] da digestdo do produto
amplificado do alvo /TS1. Sete pools de fémeas: PL11 - Sc. servulolimai, PL35 - Th. ubiquitalis,
PL51 - Th. ubiquitalis, PL52 — Ev. apurinan, PL55 - Ny. umbratilis, PL56 - Ny. yuilli yuilli, PL67 —
Ps. davisi, PM - pe Marcador de tamanho so molecular, controles L.a - L. amazonensis L.b - L.
braziliensis, L.I — L. infanfum e L.b - L. guyanensis.
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6.3.2 ABORDAGEM PCR-SEQUENCIAMENTO GENETICO

A abordagem PCR-sequenciamento genético foi utilizada para a identificagéao
das espécies de Leishmania detectadas pela amplificagado do alvo ITS7 nas fémeas
coletadas na Aldeia Castanheira. Os sete pools considerados positivos para o alvo
ITS1 foram submetidos ao sequenciamento genético. Com estd abordagem foi
possivel identificar as espécies Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e
uma amostra identificada somente ao nivel de subgénero Leishmania (Viannia) sp.
Com estes resultados foi possivel estimar uma taxa de infecgdo natural (baseado na
presenca de DNA de Leishmania) de 0,84%. As espécies de flebotomineos
relacionadas as espécies de Leishmania sdo apresentadas detalhadamente na

TABELA 8.

TABELA 8: Total de amostras positivas por espécie de Leishmania identificada e espécie de
Flebotomineo coletado na Aldeia Castanheira, Labrea, estado do Amazonas, no periodo de 17 a 24
de fevereiro de 2012.

Amostras positivas

Espécies ) o Leishmania (Viannia)
L. amazonensis L. braziliensis
sp.

Ev. apurinan
Ny. umbratilis
Ny. yuilli yuilli
Ps. davisi
Sc. servulolimai
Th. ubiquitalis
Th. ubiquitalis
TOTAL

N 1 aa g aa
1
1
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6.4 ESTUDO DE FONTE ALIMENTAR EM FLEBOTOMINEOS COLETADOS NA
ALDEIA CASTANHEIRA, LABREA, ESTADO DO AMAZONAS

6.4.1 CITOCROMO B (CYTh)

O estudo de fonte alimentar foi realizado em um total de 48 fémeas de
flebotomineos consideradas ingurgitadas. Um total de 38 individuos foi identificado
em nivel de espécie e 10 identificados somente em nivel de género (TABELA 9).
Exemplares de todos os dias de coleta foram utilizados nessa analise de fonte
alimentar, porém todas as amostras processadas apresentaram um resultado
considerado negativo para amplificacdo do fragmento alvo. Portanto ndo se obteve

resposta quanto a fonte alimentar dos insetos coletados.

TABELA 9: Total de individuos fémeas, por espécie coletadas na Aldeia Castanheira, Terra Indigena
Caititu, Labrea, estado do Amazonas incluindo total de individuos identificados somente em nivel de
género, que foram utilizados no estudo de fonte alimentar.

Espécie TOTAL
Ev. apurinan 4
Ev. begonae 1
Lu. sherlocki 1
Ny. antunesi
Ny. umbratilis
Ny. yuilli yuilli
Nyssomyia sp.
Ps. ayrozai
Ps. carreirai
Ps. davisi
Ps. paraensis
Psathyromyia sp.
Psychodopygus sp.
Sc. servulolimai
Sc. sordelli
Th. ubiquitalis
Trichophoromyia sp.
Vi. furcata
Vi. tuberculata

N
o

2NN dNODPDOO P, WA
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7. DISCUSSAO
7.1 FAUNA DE FLEBOTOMINEOS COLETADA

Neste trabalho foram encontradas 32 espécies de flebotomineos no municipio
de Labrea, que representam aproximadamente 24% das 133 espécies conhecidas
para o estado do Amazonas, 6,4% das espécies conhecidas nas Américas e 3,4%
do total de todas as espécies de flebotomineos conhecidas na atualidade (GALATI,
2003, SHIMABUKURO & GALATI, 2010, FIGUEIRA et al. 2013).

Os estudos de flebotomineos realizados no estado do Amazonas ajudam a
conhecer a fauna e a biologia destes insetos, incluindo as espécies de importancia
médica presentes na regido (CASTELLON et al., 2000; ALENCAR, 2007; BARBOSA
et al., 2008; ALVES et al., 2011; ALVES et al., 2012). Os resultados do presente
estudo fornecem dados uteis para o conhecimento sobre a composi¢cédo da fauna
flebotominica do sul do estado do Amazonas.

Os estudos sobre a fauna de flebotomineos do estado do Amazonas estdo
concentrados na cidade de Manaus e municipios relativamente préoximos a capital do
estado. S&o registros para regido mais ao norte e a leste do estado (FIGURA 20), o
que demostra uma escassez de investigagcdes sobre a fauna flebotominica ao sul do
estado. Todas as subtribos encontradas no presente trabalho ja foram registradas no
estado do Amazonas (ARIAS & FREITAS, 1977; ARIAS & FREITAS, 1978;
BARRETT et al., 1996; CASTELLON et al. 2000; DIAS LIMA et al. 2002; FEITOSA &
CASTELLON 2006; SILVA et al., 2007; BARBOSA et al. 2008; ALVES et al., 2012)
entretanto a subtribo Brumptomyiina, também ja registrada no estado, nao foi
encontrada no presente estudo.

Um total de 10 géneros foi encontrado neste trabalho: Bichromomyia,
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Evandromyia, Lutzomyia, Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia,
Psychodopygus, Sciopemyia, Trichophoromyia e Viannamyia, nao havendo registro
novo para o estado do Amazonas.

Observou-se uma semelhanca entre os resultados obtidos no presente
trabalho, em relagdo aos géneros mais abundantes registrados que foram
Psychodopygus, seguido de Trichophoromyia e Nyssomyia, com outros resultados ja
publicados para o norte do estado do Amazonas, como nos municipios de Borba e
Maués, onde foi encontrado Trichophoromyia como o género mais abundante
(ALVES et al., 2012), em Itacoatiara Nyssomyia (PESSOA et al.,, 2007) em
Manacapuru Nyssomyia (SILVA et al., 2007), na cidade de Manaus Nyssomyia foi
mais abundante em varios estudos (ARIAS et al., 1978; DIAS LIMA et al., 2002,
FEITOSA & CASTELLON, 2004; FEITOSA & CASTELLON, 2006; GUERRA et al.,
2006; BARBOSA et al., 2008), em Tefé Trichophoromyia e Nyssomyia (BARRETT et
al., 1996). No municipio de Coari o género Psychodopygus foi o mais abundante
(CASTELLON et al., 2000), ja para o sul do estado, no municipio de Labrea o género
Nyssomyia foi reportado como o mais abundante (FIGUEIRA et al., 2013).

No presente trabalho observou-se uma fauna flebotominica bastante
diversificada, mas sem registro novo para o estado ou para o Brasil (ARIAS &
FREITAS, 1977; ARIAS & FREITAS, 1978; CASTELLON et al., 2000; GUERRA et
al., 2006; BARBOSA et al., 2008; ALVES et al., 2012; FIGUEIRA et al., 2013).

As espécies mais abundantes foram Th. ubiquitalis (235; 18,5%), Ps. davisi
(228; 18%) e Ny. antunesi (135; 10,7%).

Em um levantamento sobre a fauna de flebotomineos coletados em areas

preservadas de floresta de terra-firme em municipios do Amazonas, Borba, Maués e
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Nhamunda, a espécie Th. ubiquitalis foi a mais abundante nos municipios de Borba
e Maués, e Ps. davisi foi a quarta espécies de maior abundancia coletada no
municipio de Nhamunda, ja Ny. antunesi estava entre as espécies com menor
abundancia (ALVES et al., 2012). A diferenga entre a abundancia de Ny. antunesi
encontrada entre o presente trabalho e o de Alves et al. (2012), pode estar
relacionada a maior capacidade de adaptacdo desta espécie a areas mais abertas,
uma vez que a dispersao de espécies de flebotomineos pode estar relacionada a
fatores como a busca por abrigos seguros, ou fonte de alimentagcdo, além da
resposta a estimulos luminosos (GALATI et al., 2009). A aldeia Castanheira,
apresenta pasto com gado para pecuaria, areas destinadas a agricultura (rogados),
animais domésticos (caes, gatos, porcos, galinhas), além do uso de lampido e
lanternas como fontes luminosas pelos indigenas.

Um levantamento entomoldégico foi realizado recentemente no municipio de
Labrea utilizando armadilhas luminosas um total de 510 flebotomineos foi coletado e
26 espécies foram identificadas (FIGUEIRA et al., 2013). Ainda foram apresentados
seis espécies e um subgénero que nao foram encontrados no presente estudo:
Bichromomyia olmeca bicolor, Evandromyia sipani, Micropygomyia rorotaensis,
Pintomyia christenseni, Pressatia trispinosa, Psathyromyia campbelli e Psathyromyia
(Forattiniella) sp., estas espécies foram coletadas principalmente em um
assentamento rural no eixo da Rodovia Transamazbnica e na periferia da area
urbana de Labrea, ambientes mais degradados que podem estar influenciando os
padrées de diversidade e abundancia das espécies. Mesmo com uma unica area
amostrada, o presente estudo obteve uma maior riqueza de espécies, foram 32

espécies encontradas em relagao as 26 identificadas anteriormente no municipio por
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Figueira et al. (2013). A abundancia para as espécies mais coletadas também foi
diferente, sendo que apenas Ny. antunesi foi abundante em ambos os estudos. As
espécies Ev. walkeri e Mi. rorotaensis foram mais abundantes no estudo de Figueira
et al. (2013), enquanto que Th. ubiquitalis e Ps. davisi foram mais abundantes na
Aldeia Castanheira.

O baixo numero de exemplares de Ny. umbratilis encontrados em Labrea
contrasta com os resultados encontrados nas cidades de Manaus e Itacoatiara, onde
a fauna flebotominica foi predominantemente composta por Ny. umbratilis, além
disso, as espécies mais abundantes encontradas no presente estudo, Th. ubiquitalis,
Ps. davisi e Ny. antunesi foram encontradas em menor abundancia nestes
municipios (FEITOSA & CASTELLON, 2004, FEITOSA & CASTELLON, 2006;
GUERRA et al., 2006; PESSOA et al., 2007; BARBOSA et al., 2008). O tipo de
ambiente estudado pode estar relacionado a diferenca entre as faunas
flebotominicas encontradas (READY et al., 1986), ja que os trabalhos realizados ao
norte do rio Amazonas foram conduzidos em areas urbanizadas de diferentes pontos
da cidade de Manaus, e em uma area de extracdo de madeira no municipio de
Itacoatiara, ao contrario da area amostrada pelo presente estudo, que se localiza ao
sul do rio Amazonas e apresenta diferengas quanto ao uso do solo e da paisagem.

Um estudo realizado em area preservada de campina, na Reserva Bioldgica
da Campina, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, localizada a 45 Km da
cidade de Manaus, cuja vegetacao é de baixo porte e aberta apresentou resultados
diferentes quanto a abundéancia das espécies encontradas, onde Bi. flaviscutellata e
Ev. georgii foram as mais abundantes (SILVA et al., 2010). Mais uma vez o tipo de

ambiente pode estar relacionado a diferenca entre as faunas flebotominicas
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encontradas em cada local.

Ha ainda registros das espécies mais abundantes encontradas neste trabalho
para outros estados da regido Norte. Em Benevides e Utinga, estado do Para, Th.
ubiquitalis também foi a espécie mais abundante em um estudo sobre infeccéo
natural em flebotomineos (SILVEIRA et al., 1991).

Trichophoromyia ubiquitalis foi a segunda espécie mais abundante em um
estudo de flebotomineos realizado na Serra dos Carajas, estado do Para (LAINSON
et al., 1992) e a quarta espécie mais abundante, em um estudo de fauna e infec¢ao
natural em flebotomineos coletados no municipio de Porto Grande, estado do
Amapa (FREITAS et al., 2002). Para o estado do Acre, nos municipios de Buijari,
Xapuri e Rio Branco, Ny. antunesi foi a segunda espécie mais abundante encontrada
(AZEVEDO et al., 2008).

No estado de Rondbnia a espécie Ps. davisi foi a mais abundante coletada
em uma investigacdo sobre a fauna flebotominica e a importancia desta espécie
como vetora de L. (Viannia) naiffi (GIL et al., 2003). Em outro estudo também
realizado no estado de Rondénia, em oito municipios, Porto Velho, Nova Mamoré,
Monte Negro, Vale do Anari, Nova Unido, Costa Marques, Espigdo do Oeste e
Vilhena, mais uma vez a espécie Ps. davisi foi a mais abundante coletada (GIL et al.,

2009).

7.2 INFECGAO NATURAL EM FLEBOTOMINEOS DE LABREA

O estudo sobre infecgao natural em flebotomineos séo indispensaveis para o

esclarecimento da epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana no estado
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do Amazonas. Contudo existem poucos estudos publicados independente da
metodologia utilizada (ARIAS & FREITAS, 1978; ARIAS & NAIFF, 1981; ARIAS et al.,
1987; PINHEIRO et al., 2008; PINHEIRO et al., 2010), seja esta uma abordagem
mais classica, quando ha uma busca ativa, isolamento e identificacdo do parasito, ou
uma abordagem molecular, a qual busca a deteccdo e identificagdo do DNA do
parasito presente na amostra analisada.

A maioria das investigacbes realizadas no estado do Amazonas e que
apresentam algum registro de Leishmania geralmente sao provenientes de amostras
clinicas de pacientes que receberam atendimento médico (ROMERO et al., 2002;
GUERRA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008; FIGUEIRA et
al., 2008; BENICIO et al., 2011; NEVES et al., 2011; GUERRA et al., 2011;
ANDRADE et al.,, 2011) ou de estudos com mamiferos reservatorios (ARIAS &
NAIFF, 1981; ARIAS et al., 1987, GUERRA et al., 2007). Poucas sido as
investigacdes sobre infeccdo por Leishmania em flebotomineos (ARIAS et al, 1987,
GUERRA et al., 2006).

Observou-se a presenga de espécies ja conhecidas e incriminadas como
vetores ou vetores suspeitos de Leishmania, o que chama atengao para o risco de
infeccédo na area estudada, uma vez que a coleta foi realizada dentro da Aldeia
Castanheira, municipio de Labrea, estado do Amazonas, onde ha circulagcdo de
pessoas em contato direto com estes insetos.

A espécie mais abundante coletada neste trabalho foi a Th. ubiquitalis, que ja
foi registrada nos estados do Amapa, Amazonas, Maranh&o, Mato Grosso, Para,
Rondénia e Roraima, e é relacionada a transmissao de L. (V.) lainsoni. Nao exerce

uma alta atividade antropofilica, o que ndo a impede em ocasides especiais sob



74
fatores determinantes exercer este tipo de atividade (SILVEIRA et al.,1991;
LAINSON et al., 1992; RANGEL & LAINSON, 2003).

A espécie Bi. flaviscutellata que possui uma ampla distribuicdo no Brasil,
presente na regidao Norte, parte do Nordeste, Centro-oeste e Sudeste, foi registra
neste trabalho com sete (0,6%) individuos. Esta espécie é conhecida por sua
atragcdo por roedores e esta intimamente relacionada a transmissao de Leishmania
(Leishmania) amazonensis (SHAW & LAINSON, 1968; ARIAS et al., 1985; ARIAS &
FREITAS, 1987; RANGEL & LAINSON, 2003).

As espécies Ny. umbratilis e Ny. anduzei totalizaram 26 (2,1%) e 2 (0,15%)
individuos coletados respectivamente, e estdo associadas a transmissao de L.
(Viannia) guyanensis. Estas espécies s&o bastante conhecidas por sua alta
densidade nos troncos das arvores e por sua alta atividade antropofilica. Nyssomyia
umbratilis ja foi registrado nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranha, Mato
Grosso, Para e Rondbnia e é considerada como o mais importante vetor de L. (V.)
guyanensis, ja a espécie Ny. anduzei é conhecida por desempenhar um papel
secundario na transmissdo deste mesmo parasito ao norte do rio Amazonas
(LAINSON et al., 1976; ARIAS & FREITAS, 1977; ARIAS & FREITAS, 1978; ARIAS
et al., 1985; READY et al., 1986; LAINSON et al.,1994; CASTELLON, 1994; DIAS
LIMA, 2002; RANGEL & LAINSON, 2003).

Conhecida por ser altamente antropofilica e por estar associada a
transmissao de L. (V.) naiffi, a espécie Ps. ayrozai também foi coletada, com um total
de 56 (4,4%) individuos. Esta ja foi encontrada infectada e picando humano no
estado de Rondénia além de ter sido registrada anteriormente nas regides Norte,

Nordeste, Centro-oeste e Sudeste (AGUIAR & SOUCASAUX, 1984; RANGEL et al.,
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1985; RANGEL & LAINSON, 2003).

Outra espécie vetora coletada em area foi Ps. davisi, com um total de 228
(18%) que por sua vez € incriminada a transmissao de L. (V.) naiffi (GIL et al., 2003).
A espécie Ps. paraensis com 50 (3,9%) espécimes coletados também esta
associada a transmisséo de L. (V.) naiffi, e ja foi registrada nos estados de Amap3,
Amazonas, Para, Rondbnia e Roraima (SILVEIRA et al., 1991; ARIAS et al., 1985;
RANGEL & LAINSON, 2003).

A espécie Ny. antunesi ja foi registrada nos estados do Acre, Amazonas,
Amapa, Para, Roraima, Tocantins, Maranhdo e Mato Grosso. Foi uma das espécies
mais abundantes no presente trabalho e ¢é conhecida por exercer um
comportamento bastante antropofilico e por ser vetor suspeito de L. (V.) lindenbergi.
(RYAN et al., 1984; ANDRADE-FILHO et al., 2001; SILVEIRA et al., 2002; RIBEIRO
et al., 2007; VASQUEZ-TRUJILLO et al., 2008; AZEVEDO et al., 2008; FONSECA et
al., 2010; AZEVEDO et al., 2011; FIGUEIRA et al., 2013).

A espécie Ny. yuilli yuilli foi registrada entre as espécies de menor abundancia
para o presente trabalho, totalizando 27 (2,1%) espécimes coletados. E conhecida
por exercer um comportamento antropofilico e por ser incriminada como vetor de L.
(V.) panamensis no Perd (SANTAMARIA et al., 2006). J4 foi registrada nos estados
do Acre, Amazonas, Bahia, Mato Grosso e Rondénia (ARIAS et al., 1985; VEXENAT
et al., 1986; AZEVEDO et al., 1993; BARRETO, et al., 2000; DIAS LIMA et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2007; AZEVEDO et al., 2008; PINTO et al., 2010; FIGUEIRA et al.,
2013).

Este trabalho se propOs a realizar a deteccdo e identificagdo de DNA de

Leishmania em flebotomineos coletados no municipio de Labrea, e estimar a taxa de
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infeccdo utilizando a férmula: taxa minima (TM) = numero de grupos positivos X
100/numero total de insetos (PAIVA et al., 2007).

No presente estudo um total de sete pools de flebotomineos foi considerado
positivo para a presenca de DNA de Leishmania, e a taxa de infecgdo minima
estimada foi de 0,84%. Do total de seis espécies testadas cinco obtiveram taxa de
infeccdo minima igual a 0,12%, sendo estas Ev. apurinan, Ny. umbratilis, Ny. yuilli
yuilli, Ps. davisi e Sc. servulolimai. A espécie Th. ubiquilalis apresentou uma taxa de
infeccdo maior que as outras espécies testadas com um valor de 0,24%. Este é o
primeiro registro da presenca de DNA de Leishmania (V.) braziliensis na espécie
Evandromyia apurinan.

A espécie Sc. servulolimai ja foi encontrada infectada com parasitos do
género Trypanosoma em seu tudo digestivo, no estado de Roraima em um estudo
que investigou as relagdes filogenéticas entre tripanossomas de anuros e de
flebotomineos, e que sugeriu que esta espécie se alimenta em animais de sangue
frio ao invés de animais de sangue quente (FERREIRA et al., 2008).

Os resultados de taxa de infeccdo natural encontrados no presente trabalho
sdo semelhantes aos achados de um estudo recentemente realizado em dois pontos
da cidade de Manaus utilizando um abordagem molecular para detectar a presenca
de DNA de Leishmania, no qual foram registradas taxas de infec¢do de 0,4% e
1,6%, dados referentes a espécie Nyssomyia umbratilis (PINHEIRO et al., 2010).

Para a regiao Norte, nos estados do Acre, Amazonas, Para e Rondonia, um
estudo de infecgédo natural em flebotomineos, realizando dissecgao do tubo digestivo
e busca ativa do parasito, registrou taxas de infecgdo natural que foram de 13,4%

para flebotomineos n&o identificados ao nivel de espécie do género Psathyromyia



77
sp.; 7,5% para o género Nyssomyia sp.; 6,7% para Lutzomyia (Tricholateralis) sp.;
0,5% para Psychodopygus sp. (ARIAS et al., 1985).

Com os dados disponiveis na literatura, é possivel observar uma variagao nas
taxas de infec¢ao natural registradas para flebotomineos. Esta variagao pode ocorrer
de acordo com o tipo de investigagado realizada, sobretudo pelo método aplicado
para a detecgdo de Leishmania que pode apresentar uma maior ou menor
sensibilidade influenciando no resultado final obtido.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) vem se tornando uma ferramenta
importantissima e cada vez mais presente nos trabalhos de deteccado de Leishmania
(PEREZ et al., 1994; MIRANDA et al., 2002; JORQUERA et al., 2005; SOARES et
al., 2010; MICHALSKY et al., 2011; TELES et al., 2013). Para este trabalho a reagao
em cadeia da polimerase também foi utilizada para a detec¢cado de Leishmania em
flebotomineos, para tal, trés alvos foram testados, ITS1 (Internal Transcribed Spacer
1), SSU rRNA (small subunit ribosomal RNA) e o Hsp70 (heat shock protein 70).
Somente foi constatada a amplificacdo para o alvo /ITS1.

A aplicagéo do alvo ITS1 para a detecgéo e identificacao de Leishmania ja foi
registrada em trabalhos publicados, os quais obtiveram sucesso com amplificagao
deste alvo em amostras clinicas (SCHONIAN et al., 2003; ROTUREAU et al., 2006;
GRACA et al., 2012; LEELAYOOVA et al.,2013). O mesmo alvo, foi utilizado em um
estudo de deteccao de DNA de leishméania em flebotomineos coletados no estado de
Minas Gerais, onde Psychodopygus lloydi foi encontrado positivo para DNA de
Leishmania (Viannia) braziliensis (QUARESMA et al., 2012).

A regido ITS1 apresenta uma variagdo em sequencias nucleotidicas e em

tamanho entre as espécies de Leishmania e com uma unica digestdo pela enzima
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de restricdo Haelll é possivel realizar identificacdo em nivel de espécie (DAVILA &
MOMEN, 2002; SCHONIAN et al., 2003). Contudo, os resultados do presente
trabalho ndo condizem com esses achados visto que os perfis obtidos pela RFLP
nao foram capazes de distinguir entre duas espécies de Leishmania identificadas
pelo sequenciamento genético.

Nao houve amplificagdo para o alvo SSUrRNA, de acordo com resultados ja
descritos, este seria mais sensivel para a detecgao de Leishmania, do que o alvo
ITS1 (SCHONIAN et al.,, 2003), ja que existe em um maior numero de cdpias no
genoma da Leishmania. Ha trabalhos publicados, que apresentaram uma
sensibilidade satisfatoria para o alvo e a partir de lesées de pacientes foi possivel
realizar a deteccéo do parasito e identificagdo das mesmas como L. amazonensis e
L. braziliensis, um fato esperado devido a maior quantidade de DNA de Leishmania
presente em amostras clinicas (FALQUETO et al., 2003; BACA et al., 2011; LIMA et
al., 2011; LEELAYOOVA et al., 2013). Também ha relato de estudo de infecgéo
natural em flebotomineos que obteve sucesso com a amplificagdo dirigida ao alvo
SSU rRNA, o qual foi capaz de detectar e identificar Leishmania infantum em
flebotomineos coletados na Catalunha, nordeste da Espanha (ALCOVER et al.,
2012).

A amplificagdo do alvo Hsp70 n&o foi constatada neste trabalho, contudo ha
registros de estudos de infeccdo natural em flebotomineos coletados no estado de
Minas Gerais, onde foi encontrado Psychodopygus lloydi infectado com Leishmania
(Viannia) braziliensis (QUARESMA et al., 2012). No Peru, o DNA de Leishmania
(Viannia) peruviana, foi detectado em amostras de Lutzomyia peruensis, utilizando o

alvo Hsp70 (PEREZ et al., 2007). Ha também estudos que apresentaram resultados
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positivos para andlises de amostras clinicas, porém esta sensibilidade ja era
esperada para tais amostras (GARCIA et al., 2004; GARCIA et al., 2007; SILVA et al.,
2010; GRAGA et al., 2012; LEELAYOOVA et al., 2013).

Com a abordagem PCR-sequenciamento genético, utilizando do alvo /TS1
nas amostras provenientes do municipio de Labrea, foi possivel identificar duas
espécies de Leishmania: L. amazonensis e L. braziliensis. Somente em uma das
sete amostras positivas para DNA de Leishmania a identificacdo so foi possivel até o
nivel de subgénero sendo esta Leishmania (Viannia) sp. As duas espécies
encontradas nesta investigacao ja foram registradas no estado do Amazonas.

A espécie L. amazonensis ja foi encontrada na cidade de Manaus, isolada das
especies Bichromomyia flaviscutellata e B. olmeca nociva (ARIAS et al., 1987), além
de ter sido registradas a partir de amostras provenientes de lesdes de pacientes que
receberam atendimento (COELHO et al., 2011) e mamiferos reservatdrios como
Didelphis marsupialis, Marmosa cinerea, Proechimys guiannensis, Dasyprocta agulti,
Tupinambis nigropunctatus, na cidade de Manaus e também para os estados do
Amapa, Para e Ronddnia (ARIAS & NAIFF et al., 1981; GRIMALDI et al.,1991).

A espécie L. (V.) braziliensis também ja foi encontrada na cidade de Manaus
em estudo de infec¢do natural em flebotomineos (ARIAS & FREITAS, 1978) e em
lesdes de pacientes (ROMERO et al., 2002; GUERRA et al., 2011; COELHO et al.,
2011; CHRUSCIAK-TALHARI et al.,2011; NEVES et al., 2011; BENICIO et al., 2011).
Também sado registradas para os municipios de Benjamim Constant, Coari,
Eirunepé, Humaita, Itacoatiara, Labrea, Manacapuru, Nhamunda, Santa Isabel do
Rio Negro, Tabatinga, Tapaua e Tefé (GUERRA et al., 2011). Esta também foi

encontrada infectando Psathyromyia squamiventris e Ps. carrerai em um estudo que
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abrangeu os estados do Amapa, Amazonas, Para e Rondoénia (GRIMALDI et al.,
1991).

Para o subgénero Viannia as espécies como L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, e L. (V.) naliffi ja foram registradas no estado do Amazonas em varios
trabalhos que vao desde estudos de infeccdo em flebotomineos, estudo em
mamiferos reservatorios e estudo em lesbes de pacientes que receberam algum
tratamento médico (ARIAS & FREITAS, 1978; ARIAS & NAIFF, 1981; GRIMALDI et
al., 1991; ROMERO et al.,2002; FIGUEIRA et al.,2008; GUERRA et al., 2011;
COELHO et al., 2011; CHRUSCIAK-TALHARI et al.,2011; NEVES et al., 2011;

BENICIO et al., 2011).

7.3 ESTUDO DE FONTE ALIMENTAR EM FLEBOTOMINEOS COLETADOS NO
MUNICIPIO DE LABREA ESTADO DO AMAZONAS

Este trabalho também se propds a realizar um estudo de fonte alimentar em
flebotomineos coletados no municipio de Labrea. Para tal, as amostras de fémeas
consideradas ingurgitadas foram submetidas a extracdo de DNA e amplificagdo por
reacao em cadeia da polimerase dirigida ao alvo CYTb. Um total de 48 fémeas
foram submetidas a esta analise, contudo nao foi constata a amplificacdo em
nenhuma das amostras.

E possivel encontrar na literatura registros de resultados bem sucedidos
quando a identificagdo de repasto sanguineo em mosquitos, utilizando a
amplificacdo do alvo CYTb (TOWNZEN et al., 2008). Ha também registro de sucesso
no estado de Minas Gerais, onde um estudo de fonte alimentar foi realizado em

flebotomineos. Esta investigacao encontrou perfis de CYTb para humano, ave e
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perfis mistos de roedor/marsupial, humano/galinha, roedor/marsupial/humano
(QUARESMA et al., 2012).

Ainda ha outros registros bem sucedidos para o estudo de fonte alimentar
utilizando o alvo CYTb em flebotomineos, os quais apresentam achados paras as
espécies Phlebotomus papatasi coletados em Israel (ABBASI et al., 2009), Ph.
argentipes coletados na india (GARLAPATI et al., 2012), Ph. Alexandri,
Sergentomyia clydei, Se. dubia, Se. ghesquierei, coletados no Paquistao
(TIWANANTHAGORN et al., 2012).

Todas as fémeas utilizadas nesta analise foram consideradas ingurgitadas,
porém foi observado um grau avangado no estagio de digestdo de acordo com o
trabalho de Dolmatova & Demina (1971) que descreve os estagios de digestdo do
alimento sanguineo em flebotomineos (FIGURA 21). Além disso, a sensibilidade do
alvo CYTb ja foi testada em relagédo ao tempo de digestdo do alimento sanguineo no
tubo digestivo do flebotomineo em um trabalho publicado anteriormente, o qual
apresentou que ha uma diminuicdo inversamente proporcional quanto a
sensibilidade do alvo CYTh, visto que quanto maior o tempo de digestdo, menor a

sensibilidade (ABBASI et al., 2009).

Human Chicken B
(Hours Postfeeding) (Hours Postfeeding)
0 24 4872 % C 0 24 4872 % C MW
o 1 D2 '!“Blm 3 ‘
Oh 17h 36h 46h
1 /1D s 6
27-30°C
54h 76h >76h

FIGURA 21: A — PCR direcionada ao alvo CI/Th. B — Estagios de digestdo do alimento sanguineo em
fémeas adultas de flebotomineos.
FONTE: Adaptado de: ABBASI et al. (2009), DOLMATOVA & DEMINA, 1971.
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Com estes achados na literatura € possivel especular que a sensibilidade do

alvo foi comprometida, uma vez que o alimento sanguineo presente no tubo

digestivo das fémeas testadas estava em estagio avangado de digestdo (quanto

maior o estagio de digestdo do alimento, menor a sensibilidade do alvo). Havendo

pouco material a ser analisado a reacao de extracdo de DNA poderia ndo ter

extraido uma quantidade suficiente de DNA para que pudesse ser detectado no

experimento, resultando assim em amostras negativas.

8. CONCLUSAO

A coleta realizada na Aldeia Castanheira, Terra Indigena Caitiu, municipio de
Labrea, estado do Amazonas, apresentou um total de 1267 flebotomineos,
distribuidos em trés subtribos, 10 géneros e 32 espécies identificadas. Apesar
do pouco tempo de esfor¢o amostral uma fauna flebotominica bastante diver-
sificada foi encontrada, corroborando com registros feitos por outros traba-

lhos;

A deteccgao de leishmanias em seis espécies de flebotomineos e o registro de
espécies vetoras confirmadas e suspeitas na transmissdo de LTA, sugere o

risco de infecgcdo na area estudada;

Para este trabalho o alvo /ITS1 se mostrou mais sensivel para a detecgao do
parasito e uma ferramenta satisfatéria quando utilizada em abordagens de

identificacdo de Leishmania;

A identificacdo das espécies de Leishmania detectadas s6 foi possivel pela

abordagem PCR-sequenciamento, uma vez que a outra abordagem utilizada,
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PCR-RFLP, ndo apresentou resultados satisfatérios;

» Adeteccdo de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, e uma amostra identi-
ficada somente ao nivel de subgénero Leishmania (Viannia) sp. sugere a cir-

culacao do parasito na area de estudo;

+ Ainfeccéo por Leishmania detectada nas espécies vetoras encontradas neste
trabalho, € um indicio da participagdo das mesmas no ciclo de transmissao de

LTA na Aldeia Castanheira, Tl Caititu, Labrea, AM.
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