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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa, sendo uma zoonose de
alta freqliéncia, endémica na regido Amazonica, transmitidas por flebotomineos dos géneros
Psychodopygus e Lutzomyia. A Serra dos Carajas, situada no Sudeste do Para, é amplamente
explorada por empresas extrativistas e como resultado, concerniu-se que a LTA transformar-
se-ia em um dos principais perigos de salde para os trabalhadores, devido a pratica de
desmatamento e a construcdo de estradas de acesso e escoamento do minério. Assim, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a infeccdo natural por Leishmania em flebotomineos da
regido da Serra dos Carajas através da técnica PCR. As capturas de flebotomineos foram
realizadas em trés diferentes ecotopos, Parque Zoobotanico de Quarentena, APA do Gelado e
Tapirapé-Aquiri, com auxilio de armadilhas de luz tipo CDC e Shannon, durante o periodo
noturno a partir do crepusculo vespertino. Os flebotomineos capturados foram identificados
de acordo com Young & Duncan, 1994 e congelados em N,. Foram congelados 5.947
flebotomineos, com 3.495 fémeas, dentre estas, 550 espécimes foram testadas. Foi realizada
as extraces de DNA das amostras utilizando-se SDS e KOAc e precipitacdo com etanol 96%.
Foi realizada a PCR, amplificando-se a regido do gene do mini-exon com os iniciadores
S1629 (5°GGGAATTCAATAWAGTACAGAAACTG3’) e S1630
(5’ GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA 3”). O DNA de Leishmania foi detectado em 36
(6,5%) flebotomineos, sendo 34 do subgénero Viannia detectados em 30 Psychodopygus
wellcomei/complexus, trés Lutzomyia whitmani e um Lutzomyia shawi. Duas infeccdes por
Leishmania amazonensis foram detectados em Psychodopygus wellcomei/complexus.
Tapirapé — Aquiri, APA do Gelado e Parque Zoobotanico de Quarentena apresentaram altas
taxas de infeccdo natural em flebotomineos 6,54 %, 5,96 % e 7,92%, respectivamente.
Psychodopygus wellcomei/complexus ainda apresenta destacado papel de vetor de Leishmania
causadoras de LTA na regido em questdo. Estudos sobre o poder vetorial das espécies Lu.
whitmani e Lu. shawi infectados naturalmente por Leishmania na Serra dos Carajas devem ser
intensificados, verificando se essas espécies podem estar atuando no ciclo de transmissdo da
LTA na Serra dos Carajas. Estudos que melhor esclarecam a variagdo da prevaléncia de
diferentes espécies de flebotomineos e o conhecimento das taxas de infecgdo também devem

ser intensificadas na regido da Serra dos Carajas.

Palavras-chaves: flebotomineos, Leishmania, Serra dos Carajas
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ABSTRACT

The American cutaneous leishmaniasis (LTA) is an infectious disease, with a high frequency
of zoonosis, endemic in the Amazon region, transmitted by sand flies of generous
Psychodopygus and Lutzomyia. Serra dos Carajas, located in southeastern Pard, is widely
exploited by extractive companies and as a result, the LTA would be transformed into a major
health problem to workers because of the practice of deforestation and construction of roads
for drainage of the ore. The purpose of this study is to evaluate the natural infection in the
sand fly by Leishmania in the Serra dos Carajéas region through the PCR. Catches of sandflies
were held in three different areas, Parque Zoobotanico de Quarentena, APA do Gelado and
Tapirapé-Aquiri, with CDC-type of light traps and Shannon, during the night from the
evening twilight. The sand flies captured were identified according to Young & Duncan,
1994, and frozen in N,. 5.947 sandflies were frozen, being 3.495 females and among these
550 specimens were tested. The extraction of DNA was performed using SDS and KOAc and
it was precipitated with ethanol 96%. Subsequently, the PCR was performed by amplifying
the mini-exon gene with the primers S1629 (5' GGGAATTCAATAWAGTACAGAAACTG
3" and S1630 (5" GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA 3'). The DNA of Leishmania was
detected in 36 (6,5%) sand flies, 34 of subgenus Viannia detected in 30 Psychodopygus
wellcomei/ complexus, three Lutzomyia whitmani and a Lutzomyia shawi. Two infections by
Leishmania amazonensis was detected in Psychodopygus wellcomei/ complexus. Tapirapé -
Aquiri, APA do Gelado and Parque Zoobotanico de Quarentena showed high rates of natural
infection in sand flies 6.54%, 5.96% and 7.92% respectively. Ps. wellcomei/complexus still
presents as Leishmania vector that cause LTA. Studies on the power of vector species Lu.
whitmani and Lu. shawi naturally infected by Leishmania in the Serra dos Carajas should be
intensified, if these species may be acting in the cycle of transmission of LTA in Serra dos
Carajas. Studies that best explain the variation of the prevalence of different sandflies species

and knowledge of the rate of infections should be also intensified in Serra dos Carajas.

Key words: sandfly: sandflies, Leishmania, Serra dos Carajas
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERAGOES GERAIS

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, de natureza parasitaria, causada por
diferentes espécies de protozoario do género Leishmania Ross, 1903, sendo estes parasitos
obrigatorios de células fagociticas mononucleares do hospedeiro vertebrado (Alexander et
al.,1999), podendo acometer humanos e outros vertebrados. Esta doenga pode exibir
diferentes manifestacfes clinicas que dependem ndo somente da espécie responsavel pela
infecgdo, como também da resposta imune do individuo infectado.

Os protozoarios responsaveis por esta doenca sdo pertencentes a familia
Trypanosomatidae, que séo capazes de produzir um amplo espectro de doengas em humanos,
se manifestando desde formas assintométicas a formas mais graves e desfigurantes de
leishmaniose cutanea ou entdo como doenca visceral, denominado calazar, doenca essa
potencialmente fatal em muitos dos seus casos quando néo tratado adequadamente (Grimaldi
& Tesh, 1993).

No Brasil, Lindenberg em 1909, confirmou pela primeira vez a doenca no pais,
onde observou formas amastigotas do parasito em material obtido de lesdes cutaneas em
individuos que trabalhavam nas matas do interior do Estado de S&o Paulo. Porém, coube a
Gaspar Vianna, em 1911, nomear o parasito como Leishmania braziliensis, esta espéecie foi
considerada até a década de 60 como a Unica responsavel pelas leishmanioses cutaneas
ocorridas no Brasil. No entanto, estudos epidemiologicos realizados pelo Instituto Evandro
Chagas, Belém - Para, indicaram outras espécies de Leishmania infectando o homem na

Regido Amazonica (Lainson et al.,1994).



Esses protozoarios sdo transmitidos aos hospedeiros mamiferos na regido
Amazonica, por insetos conhecidos como flebotomineos, pertencentes aos géneros
Psychodopygus e Lutzomyia, dependendo da localizacdo geografica. A transmissdo de
Leishmania € efetuada por diferentes espécies de flebotomineos hematofagos, e
exclusivamente pela fémea, pois 0s machos alimentam-se apenas de acglcar dos sucos vegetais
(Rangel & Lainson, 2003).

O interesse cientifico pelos flebotomineos comecou a crescer quando algumas
espécies foram apontadas como vetores de Leishmania. As informacGes sobre a sua
sistematica e biologia foram sendo acumuladas durante o século XX, a comecar pela primeira
descricdo da espécie no Brasil, por Lutz & Neiva (1912). Até 1940, apenas 33 especies desses
mosquitos haviam sido descritas nas Ameéricas. Hoje, apenas na América Latina tem-se
aproximadamente 400 espécies relatadas, das 800 descritas em todo o mundo (Sherlock,
2003).

Os flebotomineos sdo os vetores de todas as espécies de Leishmania, recebendo
diferentes denominagdes populares de acordo com sua ocorréncia geografica, como
“tatuquira”, “mosquito palha”, “asa dura”, “cangalhinha”, “birigui”, “catuqui”, entre outras.
Esses insetos sdo dipteros nematdcera, corpo densamente revestido de cerdas e escamas que
Ihes conferem um aspecto piloso e com sua cabeca voltada para baixo do térax (giboso). Suas
asas estreitas, lanceoladas, ndo justapostas, de venagdo com nervuras longitudinais ddo um
aspecto caracteristico desses insetos, junto com suas asas eretas durante o pouso (Figura 1).
Pertencente a familia Psychodidae, sendo a Unica com fémeas de habito hematofagico e
conseqlientemente potencial vetora de agentes patogénicos para 0 homem e animais (Silveira
etal., 1997).

Estes insetos tém preferéncia por viver em locais com muita umidade, devido ao

seu pequeno tamanho e sua fina cuticula, normalmente sdo encontrados em ambientes
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protegidos como buracos no solo, grutas de animais e ocos de arvores. Sua atividade se da em
geral no crepusculo noturno, mas em alguns locais associados com extensa cobertura florestal,
podem ocorrer os ataques durante as horas do dia, habitos dioturnos, principalmente préximas
as raizes de sapopemas e bases de arvores de grande porte (Castellon et al., 1995).

A importancia médico-sanitaria dos flebotomineos ndo se restringe apenas a
transmissdo de leishménias para homens e animais, atraves de suas picadas dolorosas e
causadoras de reacOes alérgicas. Podem também transmitir outros tripanossomideos
(especialmente os que estdo associados com hospedeiros vertebrados), arboviroses, com
sintomatologia semelhante ao da influenza, e bactérias do género Bartonella, causadora da

Bartonelose, cuja taxa de mortalidade chega a 90% (Gray,1990).

Figura 1: Flebotomineo Lutzomyia longipalpis: FEmea (a esquerda) e Macho (a direita).

Os flebotomineos encontrados no Velho Mundo pertencem a nove géneros
distintos:  Australophelebotomus, Chinius, Grassomyia, Idiophelebotomus, Parvidens,
Phlebotomus, Sargentomyia, Spelacomyia e Spelaephebotomus. Apresentando apenas o

género Phlebotomus como uma espécie transmissora de Leishmania. No Novo Mundo, as
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espécies encontradas pertencem a quatro géneros distintos: Brumptomyia, Lutzomyia,
Warileyia e Psychodopygus (Lainson & Shaw, 1987; Williams, 2003).

No Brasil, tem-se conhecimento até 0 momento, de 229 espécies de flebotomineos
ocupantes de nossa regido, das 800 espécies distribuidas pelo mundo, representando 28,6% do
total e 47,7% das que ocorrem na regido neotropical. Destas, 19 sdo incriminadas pela
veiculacdo de leishmanias ao homem e animais (Aguiar & Medeiros, 2003).

A relacdo parasita-vetor para a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) vem
se caracterizando da seguinte forma: Leishmania (Viannia) braziliensis, apresentando
distribuicdo em todo o territério nacional, tendo como vetor na Serra dos Carajas, 0
Psychodopygus wellcomei além de outros em diferentes regiées como, o Lutzomyia whitmani,
Lu. migonei, Lu. pessoai, Lu. intermedia, Lu. carrerai; L.(V.) guyanensis, distribuida ao norte
do rio Amazonas no Brasil transmitida pelos vetores Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu.
whitmani; L. (V.) lainsoni, distribui-se pela regido Amazonica, sendo descrita até entdo no
Para, e como Unico vetor conhecido a Lu. ubiquitalis; L.(V.) naiffi, sendo transmitido
provavelmente por 3 espécies de flebotomineos — Ps. paraensis, Ps. ayrozai, Ps.
squamiventris; L. (V.) shawi, encontrada no Estado do Pard e Maranhdo, sendo o vetor uma
espécie do complexo Lu. Whitmani, L. (V.) lindenbergi encontrada na regido metropolitana de
Belém, ainda ndo se sabe muita coisa sobre seus reservatorios e vetores naturais e L. (L.)
amazonensis, apresentando-se distribuida no Brasil, tem como principal vetor o Lutzomyia
flaviscutellata. (Lainson & Shaw, 1992; Silveira et al., 2002).

Biologicamente, essas leishmanias que infectam o homem e outros animais séo
protozoarios digenéticos por apresentarem dois hospedeiros no seu ciclo biologico, um
hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. As formas promastigotas e amastigotas podem
ser encontradas no interior do trato digestivo do inseto vetor. As formas amastigotas sdo

encontradas no interior dos macrofagos dos hospedeiros vertebrados (Ashford & Bates, 1997).
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O ciclo de vida do protozoario é intracelular, se multiplicam dentro de células do
sistema mononuclear fagocitario, em especial aos macrdéfagos. Morfologicamente estas
formas evolutivas podem revelar diferencas de acordo com a espécie de Leishmania, sendo
estas diferencas sutis ou discrepantes (Lainson, 1997).

A fémea do flebotomineo ao realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado infectado, ingere as formas amastigotas presentes no interior dos macréfagos, que
sdo rapidamente conduzidos ao seu intestino médio. Neste local, os protozoarios
transformam-se em promastigotas, que posteriormente migram para a probdscita do inseto,
sendo agora aptos para a transmissdo dos protozoarios. Esta forma é a observada na cultura in
vitro (Lainson & Shaw, 1987).

No hospedeiro vertebrado, ap6s a inoculagdo das formas promastigotas, ocorre a
transformacdo dessas para amastigotas. Quando repleto de amastigotas, 0 macréfago se
rompe, libertando-as na circulacédo, resultando na infec¢do de novos macrofagos, localizados
na pele, sangue e/ou alguns 6rgdos internos dos vertebrados, tornado-se uma fonte de infeccdo
para um novo flebotomineo (Pimenta et al.,1992; Alexander & Russel, 1992).

Na invasdo dos protozoarios no homem, a interacdo entre o parasito e as células
hospedeiras, pode resultar em uma intensa reacdo imunoldgica. Apesar dos iniumeros estudos
imunologicos realizados nos ultimos anos, 0os mecanismos envolvidos na resposta imune de
portadores da leishmaniose tegumentar americana nao estdo claramente elucidados. Admite-
se que o sistema imunoldgico seja capaz de apresentar uma resposta celular e humoral contra
a infeccdo leishmanidtica, contudo, uma variacdo no padrdo desta resposta € constatada nas

diferentes formas clinicas (Awasthi et al, 2004).
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Figura 2: Desenho esquematico do ciclo evolutivo da LTA

A LTA imunologicamente é caracterizada por uma forte resposta imunologica do
Tipo 1, estando localizada no periodo intermediario do espectro da doenca. A Leishmaniose
Cutanea Mucosa (LCM) esta localizada no polo de resisténcia da doenca, havendo
participagdo efetiva da resposta imune, de forma mais intensa, sendo esta a principal causa
das lesdes que levam a destruicdo tecidual da mucosa atingida. Ja a Leishmaniose Cutanea
Anérgica Difusa (LCAD) esté localizada no p6lo anérgico da doenga, onde a atividade celular
dos linfocitos T e macrdfagos é insuficiente para conter a infeccdo, ocorrendo proliferacdo
macica do parasito (Carvalho et al., 2007).

O desenvolvimento de uma resposta imune protetora efetiva no combate ao
parasita depende da producdo de IFN-y pelos linfocitos T citotoxicos (Tc 1), cuja principal
funcdo ¢ ativar os macrofagos infectados para eliminar os parasitas via Oxido Nitrico. Além
disso, foi demonstrado ainda que a cura da LTA dependente da geracdo de linfocitos T helper
tipo 1 (Th 1). Tanto os Tc 1 como os Th 1 sdo induzidos por citocinas: IL-12, IL-27, IL-23,
IL-1, TNF-a. Portanto, o alvo do sistema imune do hospedeiro infectado é desenvolver uma

imunidade antigeno-especifica célula T (Tc 1/Th 1) dependente (Convit et al., 1993).
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A resposta humoral esta normalmente presente em todas as manifestacdes clinicas
da LTA. Os niveis de anticorpos observados nos casos de leishmaniose difusa séo elevados,
no entanto, nos casos de leishmaniose cutdnea e mucocutanea, 0s niveis de anticorpos sao
baixos ou discretamente aumentados. A diversidade nas manifestagdes clinicas esta na
dependéncia de fatores como competéncia imunoldgica do homem, assim como o0 estado
nutricional do individuo, e também, aos aspectos genéticos do hospedeiro (Barral — Netto et
al.,1986; Grimaldi & Tesh, 1993).

Em virtude desses fatores, a doenca apresenta um comportamento espectral,
caracterizada por um polo de hiperreatividade celular, uma forma intermediaria e outro polo
de hiporeatividade (Convit et al., 1993).

Clinicamente, a LTA € uma doenca capaz de produzir uma variedade de formas
clinicas em humanos, no Brasil temos a leishmaniose cutanea localizada (LCL) acometida por
diversas espécies de Leishmania, a leishmaniose mucocutanea (LMC) associada
principalmente & Leishmania (V.) braziliensis, a leishmaniose cutdnea anérgica difusa
(LCAD) associada a Leishmania (L.) amazonensis, e a leishmaniose cutinea disseminada
boderline (LCDB) associada as duas espécies mencionadas (Silveira et al.,2004) (Figura 3).

A interacdo entre o parasito e células hospedeiras, resultam inicialmente em uma
papula no local da picada do inseto apds o periodo de incubacdo, em média de 1 a 3 meses,
evoluindo geralmente para a “dlcera leishmanidtica”, a forma classica de leishmaniose
cutanea localizada, e a mais comum da doenca. A qual se caracteriza por ser indolor, quando
ndo ha a presenca de infeccdo secundaria, apresentando bordas elevadas ou em moldura.
Também podem manifestar-se como placas verrucosas, nodulares — infiltrativas, classificada
como LCAD, um tipo de manifestacdo mais raro que, além de produzir lesdes multilantes
extensas nos pacientes, se mostra resistentes a todos os tipos de terapia conhecidos até entdo

(Silveira et al.,1991).
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A forma mucosa, secundaria a cutanea, caracteriza-se por infiltracdo, ulceracédo e
destruicdo dos tecidos mucosos dos pacientes, como o0s da cavidade nasal, faringe e laringe.
Na LTA ndo ha o comprometimento de 6rgaos internos (Lainson & Shaw, 1997).

A outra forma de leishmaniose ainda mais grave do que a LTA e muito frequente
no Brasil, que acomete alguns oOrgdos internos de mamiferos € a leishmaniose visceral
americana (LVA) ou calazar americano (Figura 4), sendo uma doenca de evolucdo crénica
causada pela Leishmania (L.) chagasi. A infeccdo leva a um quadro clinico caracterizado por
febre irregular prolongada, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, perda de peso, desnutricdo e
imunossupressao, frequentemente levando o paciente a 0bito se ndo submetido a tratamento
especifico (Silveira et al.,1997).

S80 observados casos de leishmaniose visceral que ocorrem de forma
assintomatica e subclinica. As pessoas mais atingidas sdo as crian¢as, e na sua maioria €
representado pela populacdo de baixa renda que ndo possui acesso ao diagndstico e
tratamento. A prevaléncia dessa doenca parece estar aumentando em areas suburbanas, onde 0
cdo domeéstico é considerado o principal reservatério de infeccdo para o homem (Peter, 2000).

Na tentativa de controle da doenca, tem sido ainda fundamentada no binémio
diagndstico precoce e tratamento adequado, destacando-se o antimonial pentavalente N-metil
glucamina como medicamento de primeira escolha recomendado pela OMS, na dose de 10-20
mg/Kg/dia, por via intramuscular ou endovenosa durante 20 a 30 dias. Drogas alternativas
como estibogluconato, pentamidina e anfotericina B podem ser utilizadas nos casos néo
responsivos a terapia convencional (Ministério da Saude, 2000).

Em contrapartida, como um provavel agravante na evolugdo das leishmanioses
estd a progressiva dispersdo do HIV das areas urbanas para as rurais, a co-infeccdo por
Leishmania e HIV aparece como ameaca de um crescente problema de dificil futuro. (Rangel

& Lainson, 2003).
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Figura2 a (LCL) Figura2 b (LCAD) Figura 2 c (LCM)

Fonte: Figuras 2a e 2b cedidas por Dr. Fernando Silveira — Instituto Evandro Chagas, Programa de
Leishmaniose. Figura 2c (http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.theses.ulaval.ca).

Figura 3: Formas clinicas de LTA. Figura 2a: leishmaniose cutanea localizada (LCL); Figura

2b: leishmaniose cutanea anérgica difusa; Figura 2c: leishmaniose mucocutanea.

Fonte: http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.theses.ulaval.ca

Figura 4: Caso de Leishmaniose Visceral humana.


http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.theses.ulaval.ca
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.theses.ulaval.ca

Além das espécies causadoras de LTA, outras espécies de Leishmania neotropicais
que ndo sdo encontradas infectando o homem, até o momento, deve-se possivelmente a
incapacidade do parasita de sobreviver em tecido humano ou mais provavelmente porque seu
inseto vetor ainda ndo foi encontrado fazendo o repasto sanguineo no homem, como exemplo

a L. utinguensis (Lainson & Shaw, 1997).

Atualmente na Regido Amazonica sdo conhecidas 7 espécies de Leishmania
causadoras de LTA humana, sendo estas: Leishmania (V.) brasiliensis Vianna, 1911,
Leishmania (V.) guyanensis Floch, 1954, Leishmania (V.) lainsoni Silveira et al., 1987,
Leishmania (V.) naiffi Lainson & Shaw, 1989,. Leishmania (V.) shawi Lainson et al., 1989,
Leishmania (V.) lindenbergi Silveira et al.,2002 e Leishmania (L.) amazonensis Lainson &

Shaw, 1972 (Silveira et al., 2002).

De acordo com a informacdo estatistica mundial, estima-se uma prevaléncia de
aproximadamente 12 milhGes de pessoas infectadas, e um indice global de 350 milhdes de
pessoas no mundo que correm o risco de adquirir alguma forma de leishmaniose. Com isso,
pela gravidade e recrudescimento da doenca, a OMS inclui-a no grupo das seis zoonoses
infecto-parasitarias da UNDP/World Bank/WHO para investigacdo em doencas tropicais,
ocupando o segundo lugar em importancia entre as infeccfes por protozoarios que acometem

0 homem (WHO, 1990).

Essa protozoose tem uma grande distribuicdo geogréafica, tanto no Velho como no
Novo Mundo, ocorrendo em paises de climas tropical e subtropical, sendo o foco sul-
americano da doenca o de maior importancia (Gontijo & Carvalho, 2003), embora ndo haja

relatos na Australia e parte do continente asiatico (Figura 5).

No continente americano, as regides endémicas cobrem uma vasta area do
continente, estendendo-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina,

abrangendo pelo menos 24 paises, no qual o Brasil constitui um dos focos mais importantes
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dessa protozoose, sendo o principal foco de leishmaniose visceral, responsavel por cerca de

90% dos casos registrados (Desjeux, 1992).

Fonte: <http://www.scielo.br/sciolo.phd?script=sci_arttext&pid=s0074-02761999000300014&Ing=em&nrm>

Figura 5 - Distribuicao geografica mundial da leishmaniose

A dermatose tem sido assinalada em todas as regides brasileiras com distribuicédo
do nimero de casos de carater ascendente, onde se observa que a notificacdo eleva-se nas
regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte. E exatamente nesta tltima onde também ocorre uma
crescente expressao da doenca, acometendo individuos de ambos os sexos e diferentes faixas
etarias. Na ultima década, o registro de casos confirmados tem variado entre 30 e 40 mil por

ano no Brasil (Ministério da Saude do Brasil, 2004).

Dados do Ministério da Salde indicam o crescimento continuo da doenga no
Brasil, onde no periodo de 1980 a 2004 foram detectados coeficientes que oscilaram entre 3,8
a 22,9 casos por cada 100.000 habitantes, com a regido Norte apresentado coeficiente mais
elevado. Dados de 2004 mostram que s6 no Estado do Para ocorreram 5.385 casos notificados

e confirmados da doenga (Ministério da Saude, 2006).
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Em referéncia ao Estado do Par, de acordo com o boletim estatistico do Sistema
de Vigilancia em Saude (SVS) (2005), foram registrados em 2003, a incidéncia de LTA foi de
83 casos/100 mil habitantes, o maior registros de casos da doenca no pais (5.479). Quanto a
Leishmaniose Visceral, foram confirmados 226 casos, com 5 0bitos e uma incidéncia de 3,4
casos/100mil habitantes. Aproximadamente 50% dos casos foram registrados nos municipios

de Cameta, Tomé-Acu, Santarém e Moju (Sistema Nacional de Vigilancia em Saude, 2005).

O género Leishmania certamente contém um grande nimero de espécies as quais
precisam ser identificadas, determinando sua distribuicdo geogréafica e seus mecanismos de
transmissdo no Novo Mundo. Entretanto, é importante ressaltar a diversidade de seus agentes,
reservatorios, vetores e de situacfes epidemiologicas. Por outro lado, deve-se considerar que
as informacoes sobre a espécie do parasita envolvido em um caso humano pode dar subsidios
ao progndstico e a terapéutica adequada aos pacientes considerando que algumas espécies sao

responsaveis por determinadas formas graves da doenca (Grimaldi et al., 1987).

Identificar e classificar as espécies de Leishmania constitui, sem ddvida, uma
tarefa importante visto que a identificacdo do parasito ndo representa o fim, mas 0 meio para
os estudos epidemioldgicos das leishmanioses. Inicialmente, as investigacdes sobre as
espécies eram fundamentadas basicamente na caracterizacdo extrinseca, em observacGes
clinicas, epidemioldgicas e bioldgicas associadas as regides geograficas, posteriormente, 0s
critérios tornaram-se mais consistentes com a introducdo de metodos laboratoriais
representando importantes ferramentas para a caracterizacdo intrinseca dos protozoarios
permitindo, assim, a identificacdo das leishmanias em nivel especifico. Entre os métodos,
destacam-se a imunofluorescéncia indireta com o uso de anticorpos monoclonais especificos,

como também a mobilidade eletroforética de isoenzimas (Lainson & Shaw, 1987).

Métodos imunoldgicos, como o0s anticorpos monoclonais, sdo amplamente

utilizados em estudos epidemiologicos e taxonémicos, permitindo em grande parte, a
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identificacdo de Leishmania em nivel de espécie (MacMahon-Pratt & David, 1981),
apresentando resultados rapidos e sensiveis para as amostras em estudo (Shaw et al., 1989;

Shaw, 1994).

A técnica dos anticorpos monoclonais foi introduzida por Kohler & Milstein em
1975 para ser utilizada na identificacdo especifica de Leishmania. A importancia desses
anticorpos foi sendo gradativamente reconhecida por pesquisadores que estenderam seus
estudos aplicando os monoclonais para a identificacdo entre membros do género Leishmania.
No estudo realizado por McMahon-Pratt e colaboradores, 1984, os autores confirmaram
relatos prévios sobre a aplicabilidade dos anticorpos monoclonais no diagnostico, estudos

epidemioldgicos e classificacao das espécies de Leishmania.

Outra ferramenta importante para a determinacdo das espécies esta representada
pela eletroforese de isoenzimas, sendo uma técnica analitica a disposicdo da investigacdo
bioquimica. E um método que requer grande quantidade do parasito cultivado e as vantagens
desse sistema se resumem no alto grau de definicdo analitica das fragcBes separadas e na
reprodutibilidade dos resultados (Kreutzer et al., 1983).

Técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas como alternativa para a
deteccdo e identificacdo de parasitas em amostras clinicas, com o objetivo de aperfeicoar
estudos e diagndsticos das doencas, apresentando alta sensibilidade, podendo ser realizada a
partir de diferentes materiais, tais como, cultura, biopsia, escarificacdo, sangue, vetores, entre
outros. Métodos moleculares permitiram o desenvolvimento de testes de identificacdo de
Leishmania ainda mais sensivel que os classicamente utilizados, através de sequéncias de
DNA do nucleo e do cinetoplasto (kDNA) dos parasitas. Sequéncias de KDNA de Leishmania
tém sido utilizados na tentativa de estabelecer ferramentas Uteis a identificacdo e diagnostico
desses organismos, gene presente em abundancia no parasita, aproximadamente 10.000

circulos por parasita (Barker et al., 1991).
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O gene do miniexon de protozoarios kinetoplastida vem sendo descritos na
literatura como um bom alvo para testes de deteccdo e identificacdo que utilizem PCR
(Fernandes et al., 1994), devido ser uma seqliéncia conservada e que este gene é ausente em
hospedeiros vertebrados e insetos vetores (Marfut et al., 2003). A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é um método altamente sensivel capaz de ter acesso para a deteccdo e
caracterizacdo desses protozoarios, tanto de organismos cultivados in vivo ou in vitro, como

daqueles isolados diretamente do hospedeiro (Barker et al.,1991; Smyth et al.,1992).

Santamaria e colaboradores em 2005 realizaram um estudo sobre a validacdo da
PCR na deteccdo de Leishmania (Viannia) spp. em Lutzomyia, demonstrando a sensibilidade
e especificidade da técnica, recomendando o seu uso na determinacdo de infec¢bes naturais

em populaces silvestres de flebotomineos infectados por Leishmania.
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1.2. JUSTIFICATIVA

O controle das leishmanioses em &reas endémicas requer o conhecimento da
ecologia e epidemiologia das espécies de Leishmania presentes na regido. E o maior problema
para os epidemiologistas estd na identificacdo dos reservatdrios selvagens e na deteccdo dos
seus provaveis vetores. A procura de infecgdes naturais em flebotomineos € dessa forma
essencial nos estudos das espécies vetoras de Leishmania e nos casos de infeccOes
leishmanidticas em areas endémicas. A sabedoria da prevaléncia de Leishmania e a fauna de
flebotomineos nessas regides, sao de extrema importancia para a deteccdo e determinacdo dos
riscos e expansao da doenca na area em estudo.

Nas décadas de 60 e 70, Lainson e colaboradores em estudos realizados sobre
flebotomineos presentes na Regido da Serra dos Carajas, revelou a sua fauna e caracterizou a
relacdo parasita-vetor para Leishmania (V.) brasiliensis e o Psychodopygus wellcomei,
fornecendo assim um conhecimento prévio dos vetores da LTA na regido. No entanto, se
passado mais de 30 anos desde o estudo de Lainson, faz-se necessario a realizacdo de um
novo levantamento e atualizacdo da fauna desses flebotomineos circulantes nessa regido,
observando as espécies de flebotomineos com as espécies de Leishmania presentes nesse

vetor e 0s dados obtidos no presente estudo com aqueles ja conhecidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a infeccdo natural por Leishmania em flebotomineos da regido da Serra

dos Carajas, através de técnicas da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Deteccdo da infeccdo natural dos flebotomineos por Leishmania.

e Caracterizacdo das espécies atraves do PCR utilizando diferentes marcadores

moleculares.

e Correlacionar espécie Leishmania-flebotomineo vetores de leishmanioses na referida

regido.
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3. METODOLOGIA

3.1. TIPO DE ESTUDO

O tipo de estudo empregado neste trabalho é transversal ou seccional.

3.2. AREAS DE TRABALHO

e Serra dos Carajas

A Serra dos Carajas, provincia mineral situada no Mesorregido Sudeste do Par3,
municipio de Parauapebas (Figura 6), abundante em minérios de ferro, manganés, cobre, ouro,
niquel e outros, que sdo amplamente explorados pelas empresas de mineracao e como
resultado, pequenos campos de mineragédo foram estabelecidos nessa regido, onde a partir dai
concerniu-se que as leishmanioses cutaneas (localizada e mucosa) entre outras doencas se
transformariam provavelmente em um dos principais perigos de saude para os trabalhadores,
especialmente devido a pratica de desmatamento e a construcao de novas estradas e rodovias

de acesso e escoamento do minério (Lainson & Rangel, 2005).

Localizada a 800-900 m acima do nivel do mar, com grande dominio vegetal da
floresta de terra firme, a qual sofre alteracdes tipologicas, de acordo com as variagdes de solo

e relevo.
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O seu clima insere-se na categoria de equatorial superdmido, possui temperaturas
médias anuais de 26,35 °C, apresentando a média maxima em torno de 32,01 °C e minima de
22,7 °C. A umidade relativa é elevada, apresentando oscilacdes entre a estacdo mais chuvosa e
a mais seca, que vai de 100 a 52%, sendo a média real de 78%. O periodo chuvoso ocorre,
notadamente, de novembro a maio, e 0 mais seco, de junho a outubro, estando o indice
pluviométrico anual em torno de 2.000 mm (Governo do Para —

http://www.pa.gov.br/conhecaopara/parauapebasl.asp).

Maranhao

/

~, Serra dos Carajas

Brasil

Tocantins

o e
Image NASA
© 2008 EuropasTechnologies
© 2008 MapLink/TeleAtlas
Pv1;11(:_\9r(‘;.‘.‘.0 Image © 2008 TerraMelrics

Figura 6: Mapa do Estado do Para, destacando a regido da Serra dos Carajas.


http://www.pa.gov.br/conhecaopara/parauapebas1.asp
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e Locais de Captura:

A captura dos flebotomineos foi realizada em platds da Serra dos Carajas por equipes
constituidas de membros da entomologia do Programa de Leishmaniose do Instituto Evandro
Chagas — SVS (IEC/SVS), Belém — Para.

As capturas eram realizadas em trés diferentes ecotopos, o primeiro constituindo uma
area de quarentena, denominada Parque Zooboténico de Quarentena de Carajas, rica em arvores,
principalmente as das familias Leguminaceae, Sapotaceae e Lecythidaceae, caracterizando uma
area de perigo a populacéo local devido estar localizada no ndcleo urbano de Carajas, sendo esta
indicada para o estudo pela empresa Vale do Rio Doce (Projeto SALOBO), com sua localizagdo
S 06°03”31.1°; W 50° 03° 48.1"° (Figura 7a).

A segunda area de coleta de material € uma regido de protecdo ambiental, a APA do
Gelado (Area de Protecdo Ambiental do Gelado), S 05° 56° 02.7°; W 50° 12’ 25.6°°, formada
basicamente por mata secundaria e propriedades particulares como sitios, fazendas, entre outras
(Figura 7Db).

A terceira regido de trabalho consiste em uma floresta primaria, situada na reserva
indigena Tapirapé — Aquiri proxima ao acampamento do projeto Salobo, com coordenadas S 05°

46° 42.2”°; W 50° 32° 46.9° (Figura 7c).



29

Figura 7: Locais de captura de flebotomineos na Serra dos Carajés, Para, Brasil. 7a) Parque
Zooboténico de Quarentena. 7b) Area de Protecdo Ambiental (APA) do Gelado. 7c) Tapirapé-

Aquiri.

7a)
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7¢)

Tapirapeé - Aquiri

image © 2008 DigitalGlobe

(Fonte: Google Earth)

3.3. COLETA DE AMOSTRAS

3.3.1. METODOS DE COLETA

De acordo com a rotina aplicada pela equipe de entomologia do IEC/SVS, o0s
flebotomineos foram capturados com coleta diaria nos trés ecétopos na regido das Serras dos
Carajas nos meses de dezembro de 2005 (12 excursdo), margo (22 excursdo) e junho de 2006 (3°
excursdo), fevereiro (4° excurséo), abril (5° excurséo), junho de 2007 (6° excursédo) e abril de
2008 (72 Excursdo), com o auxilio de armadilhas de luz tipo CDC e Shannon, durante o periodo

noturno a partir do crepusculo vespertino.
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a) Capturas com armadilhas luminosas tipo CDC:

Armadilha luminosa tipo CDC é uma das técnicas mais empregadas nas capturas de
flebotomineos, apresentando o corpo constituido de acrilico com uma pequena fonte luminosa,
sendo que os insetos sdo atraidos pela fonte luminosa e posteriormente capturados em uma gaiola
acoplada na armadilha.

As coletas foram realizadas diariamente durante 12 horas consecutivas, se estendendo
entre as 18:00 e 06:00 horas do dia seguinte. 10 armadilhas CDC foram utilizadas, onde que 8 sdo
colocadas a 1 metro do nivel do solo, e outras 2 armadilhas postas em copas de arvores com
alturas variando entre 20 a 30 metros. Estas armadilhas eram distanciadas uma das outras por
volta de 10 metros, obedecendo a locais estratégicos escolhidos pelas equipes de coleta, dando

preferéncia a locais proximos a arvores de grande porte e tocas de animais.

b) Armadilhas Shannon:

Esta técnica de captura consiste em uma armagéo central em forma retangular, com
duas superficies externas igualmente de pano, onde que a armadilha fica suspensa fixa em arvores
ou estacas, e em seu interior podem ser colocados atrativos animais ou humanos. Os
flebotomineos capturados ficam presos nas paredes internas da armadilha até a sua coleta.

Coletas diarias foram realizadas para essa armadilha durante 1 hora e 30 minutos em
média, em geral entre as 18:00 e 19:30 horas. Estas armadilhas foram colocadas no nivel do solo,

utilizando como atrativo o corpo de um dos constituintes das equipes de coleta (atracdo humana)
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no interior da armadilha, tendo o auxilio de tubo aspirador de Castro quando necessario para a

captura do fleb6tomo.

3.3.2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os flebotomineos capturados foram transportados no dia seguinte para o laboratério
de campo e separados de acordo com o sexo. As fémeas eram identificadas de acordo com as
espécies baseado nas caracteristicas apresentadas por suas espermatecas. Os machos eram
mantidos conservados em alcool 70% e em seguida identificados de acordo com analises de
caracteristicas morfoldgicas apresentadas por cada fleb6tomo de acordo com Young e Duncan
(Young & Duncan, 1994).

As espécies Psychodopygus wellcomei e Psychodopygus complexus, eram as
principais espécies a serem congeladas em nitrogénio liquido (N;) para o criobanco da institui¢do
e analise molecular, devido suas altas frequiéncias na regido e na dificuldade de distincdo destas
duas espécies levando consideracao apenas suas caracteristicas morfoldgicas.

A dissecgdo das fémeas foi realizada para a procura de formas flageladas no interior
de seu intestino (infeccdo natural). Ja dissecadas foram colocadas em lamina de vidro com uma
gota de solucdo salina a 0,85% contendo antibiotico recoberto por uma laminula de vidro para
analise ao microscopio. As fémeas encontradas infectadas naturalmente, fazem-se destas a
tentativa de isolamento desses flagelados in vitro através de meio de cultura e in vivo através de

inoculacdo em hamsters oriundos do biotério do IEC/SVS.
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3.4. CARACTERIZACAO ATRAVES DE BIOLOGIA MOLECULAR.

3.4.1 EXTRACAO DE DNA

O DNA total a ser amplificado foi extraido de flebotomineos inteiros e sem dissecacéo
prévia do trato digestivo.

Fémeas de flebotomineos foram selecionadas e colocadas individualmente em tubos
de microcentrifuga de 1,5 ml para trituracdo com auxilio de ponteira descartavel em 100 ul de
solucdo para trituragdo (Apéndice I). Apds, adicionou-se imediatamente 10 pl de solu¢do SDS
(Apéndice I1), incubando-se por aproximadamente 30 minutos a 65°C em banho-maria ou banho
Seco.

Colocou-se as amostras em gelo por aproximadamente 5 minutos, centrifugou-se
rapidamente e adicionou-se 30 ul de solucdo de acetato de potassio (8M KOAC) e levado a
agitacdo. Colocou-se em gelo por mais 45 minutos. Centrifugou-se os tubos por 2 minutos a
14000 rpm e transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo. Adicionou-se duas vezes o volume
de etanol a 96% mantido em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as
amostras foram mantidas a -20 °C por uma noite.

Apos prévia centrifugagdo, o etanol foi descartado por inverséo, lavando-se 3 vezes o
sedimento com etanol a 75% seguida de centrifugacdo a 14000 rpm por 5 minutos. As amostras
foram secadas em estufa a 37°C e o DNA redissolvido com 20 pl de solugdo TE (Apéndice III).
Deixou-se 0s tubos em repouso a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos e

estocados a —20°C.
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3.4.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE — PCR

Todas as amostras submetidas ao PCR foram inicialmente testadas pelos iniciadores
CB3-PDR  (5'-CA(T/C)ATTCAACC(A/T)GAATGATA-3’) e  NIN-PDR  (5'—
GGTA(CIT)(AIT)YTTGCCTCGA(T/A)TTCG(T/A)TATGA-3’), que amplifica aproximadamente
um fragmento de 544 pares de base (pb) do DNA mitocondrial (mtDNA) de flebotomineos,
sendo estes utilizados como marcadores interno para o controle de qualidade da extracdo de

DNA.

A PCR foi realizada em um volume total de 25ul, contendo: 1X Tampao de Taq DNA
polimerase, 1,5mM MgCl,, 60 uM de cada ANTP (Invitrogen), 100~500ng de cada iniciador

(Operon), 1,5U/ul de Taqg DNA polimerase (Invitrogen) e 1ul de DNA extraido.

A reacdo foi submetida a uma temperatura inicial de 94°C por 3 minutos, seguidos de
5 minutos a 80°C para a adicdo da Taq DNA polimerase. Em seqléncia, 5 ciclos nas seguintes
temperaturas: 94°C por 30 segundos, 38°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos. Em seguida,
de 35 ciclos nas condigGes: 94°C por 30 segundos, 42°C por 30 segundos e 72°C por 90
segundos. Ao final, a etapa de extensdo foi mantida por 10 minutos a 72°C (Ishikawa et al.,
1999).

Com os iniciadores S1629 (5’- GGGAATTCAATAWAGTACAGAAACTG- 3’) e
S1630 (5’- GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA - 3°) que amplificam o gene do mine-exon
de Leishmania, é possivel a detectar o DNA de Leishmania em nivel do subgénero, Viannia e

Leishmania.
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Para os marcadores S1629 e S1630, a PCR foi realizada em um volume total de 10ul,
contendo: 1X Tampéo de Taq DNA polimerase, 1,5mM MgCl,, 10% de dimetilsulfoxido, 250uM
de cada ANTP (Invitrogen), 20uM de cada iniciador (Operon), 2,5U/ul de Taq DNA polimerase
(Invitrogen) e 1,5ul de DNA extraido. Os marcadores utilizados amplificam aproximadamente
400 pb do gene de Mini-exon das espécies de Leishmania viscerotropicas e 250 pb para o
subgénero Viannia e 350 pb para a Leishmania (L.) amazonensis (Fernandes et al, 1994).

Foi utilizado como controle positivo o DNA de Leishmania (V.) braziliensis e

Leishmania (L.) amazonensis, e a &gua para o controle negativo.

No termociclador programado, a reacdo foi submetida a uma temperatura inicial de
95° C por 3 minutos para a desnaturacdo do DNA, seguido de 5 ciclos nas seguintes
temperaturas: 95°C por 1 minuto, 45°C por 30 segundos e 65°C por 1 minuto. Em seguida, a
reacdo foi levada a uma temperatura de 95°C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos nas condi¢des:
95°C por 1 minuto, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Ao final, a etapa de extensdo foi

mantida por 10 minutos a 72°C.

3.4.3 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Dez microlitros dos produtos da PCR foram migrados em gel de agarose a 1% em
solucdo TAE (Apéndice IV), com 3 ul de solugdo indicadora de azul de bromofenol.

A eletroforese foi realizada a 100 VV/50 mA por uma hora. O DNA foi corado com 0,5
pg/ml de brometo de etidio e visualizado em translumindor de UV para analise das bandas

obtidas.
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3.4.4. ANALISE DOS RESULTADOS

A analise dos resultados obtidos por PCR foi realizada a partir da visualizacdo das
bandas formadas no gel de agarose apds a migracao eletroforética. Foram consideradas negativas
todas as amostras que ndo apresentaram bandas no gel. Considerou-se positivas as amostras que
apresentaram bandas similares aos controles utilizados. As amostras que apresentaram
fragmentos similar a Leishmania (V.) braziliensis foram consideradas Leishmania do subgénero
Viannia, enquato que as que apresentaram padrdo de migracdo similar a Leishmania (L.)

amazonensis, foram consideradas L. (L.) amazonensis.

3.5. ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica teve a finalidade de determinar a prevaléncia de Leishmania em
flebotomineos e avaliar a associacdo entre 0s casos positivos com as varidveis: Tipo de
Armadilha, Ec6topo e Expedicdo. Para atingir este objetivo foram aplicados métodos estatisticos
descritivos e inferenciais. A estatistica descritiva foi aplicada atraves do calculo de proporcGes e
do tracado de diagramas de setor e de barras. A inferéncia estatistica foi implementada através de
testes de hipdteses baseados em metodos ndo paramétricos: os testes de aderéncia do Qui-
Quadrado, o teste G, e o teste Binomial, conforme recomendado por Ayres et al. (2008, p. 122).
Para o calculo da significancia das prevaléncias observadas tomou-se por base a prevaléncia
paramétrica de 1%. Foi previamente estabelecido o nivel de significAncia alfa = 0.05 para
rejeicdo da hipdtese de nulidade. Todo o processamento estatistico foi realizado sob o suporte

computacional do software BioEstat 5.0.
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4 — RESULTADOS

No periodo de dezembro de 2005 a abril de 2008, houve sete excursdes para 0s trés
ecotopos na Serra dos Carajas, Tapirapé — Aquiri, Area de Protecio Ambiental (APA) do
Gelado e Parque Zoobotanico de Quarentena. Foram capturados no total 5.947 flebotomineos,
sendo 2.452 machos e 3.495 fémeas. Dentre as fémeas, 550 espécimes (15,7%) foram
selecionados aleatoriamente para a analise por PCR, que foram identificadas
morfologicamente como Psychodopygus (Ps.) wellcome/complexus, Fraiha et al 1971, (n =
467), Lutzomyia whitmani, Antunes & Coutinho 1939, (n = 58) e Lutzomyia shawi, (n = 25)

(Tabela 1).

Tabela 1: NUmeros e espécies de flebotomineos capturados na Serra dos Carajas entre
dezembro de 2005 e abril de 2008 e testados por PCR.

N° de flebotomineos N° e espécies de flebotomineos testados

capturados

Machos (2452) 0 0

Fémeas (3495) 550 Ps.wellcomei/complexus (467)
Lutzomyia whitmani (58)
Lutzomyia shawi (25)

Total  (5947) 550 (550)
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4.1 - PELA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Com os marcadores S1629/S1630 que amplifica o gene de mini-exon, foi detectado
DNA de Leishmania em 36 flebotomineos, 34 do subgénero Viannia e dois do subgénero
Leishmania (Anexo 1), com fragmento amplificacdo de DNA de aproximadamente 250 e 300
pb respectivamente.

Os fragmentos de DNA que apresentaram padrdo de migracdo similar ao de
Leishmania (Viannia) braziliensis, utilizado como referéncia para as espécies do subgénero
Viannia, foram detectados em 30 Psychodopygus wellcomei/complexus, para uma taxa de
infeccdo natural de 6,8%, trés Lutzomyia whitmani (7,17%) e um Lutzomyia shawi (4,0%).

Os fragmentos de DNA que apresentaram padrdo de migracdo similar ao de
Leishmania (Leishmania) amazonensis foram detectados em dois Psychodopygus

wellcomei/complexus (Tabela 2).

Tabela 2: Espécies de flebotomineos capturados na Serra dos Carajas, entre dezembro de
2005 e abril de 2008, testados por PCR.

Espécies de N° de fémeas PCR (+) para Leishmania
flebotomineos testadas Subgénero Viannia  Subgénero Leishmania Total
Ps. wellcomei/complexus 467 30 2 32 (88,9 %)
Lutzomyia shawi 25 1 0 1(2,8 %)
Lutzomyia whitmani 58 3 0 3 (8,3 %)

Total 550 34 2 36 (100 %)
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4.2 - POR ECOTOPO DE COLETA

Das 1.538 fémeas capturadas em Tapirapé — Aquiri, 214 foram testadas por PCR.
DNA de Leishmania foi detectado em 14 espécimes testados, observando uma prevaléncia de
6,54 %.

Dos 14 exemplares positivos, 12 Psychodopygus wellcomei/complexus estavam
infectados com Leishmania do subgénero Viannia, um Psychodopygus wellcomei/complexus
infectado por Leishmania do subgénero Leishmania e um Lutzomyia shawi por Leishmania do
subgénero Viannia.

No ecotopo da APA do Gelado, foram capturados 1.175 fémeas e 235 foram
testados por PCR. Em 14 espécimes foi detectado DNA de Leishmania, obtendo-se uma
prevaléncia de 5,96 %.

Das 14 espécimes com DNA de Leishmania, 10 Psychodopygus
wellcomei/complexus continham DNA de Leishmania do subgénero Viannia, um
Psychodopygus wellcomei/complexus infectado por Leishmania do subgénero Leishmania e
trés Lutzomyia whitmani infectados com o subgénero Viannia.

No Parque Zoobotanico de Quarentena foram 782 fémeas capturadas, onde 101
foram testadas. Verificou-se DNA de Leishmania em oito espécimes de Psychodopygus
wellcomei/complexus infectados por Leishmania do subgénero Viannia, observando uma
prevaléncia de 7,92 % neste ecotopo (Tabela 3 e 5).

Estatisticamente, as prevaléncias, nos trés ecOtopos pesquisados, foram
significativamente maiores que o parametro de 1% estabelecido como base para regides
endémicas para leishmaniose. O Teste do Qui-Quadrado de Aderéncia ndo detectou
significativa discordancia entre as proporgdes de casos positivos e 0 numero de analises
realizadas nos respectivos ecotopos (Tabela 4).

Tabela 3: Distribuicdo da Captura e testes realizados conforme o Ecétopo.
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ECOTOPO Capturas Fémeas Testadas Positivos
TAPIRAPE — AQUIRI 2115 1495 214 14
43.9% 53.0% 42.6% 42.4%
APA DO GELADO 1212 612 197 11
25.2% 21.7% 39.2% 33.3%
P. Z. QUARENTENA 1489 712 91 8
30.9% 25.3% 18.1% 24.2%
TOTAL 4816 2819 502 33
100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

p-valor = 0.6144, Qui-Quadrado de Aderéncia =0.974, GL=2

Tabela 4: Prevaléncia nas regifes do estudo.

Tapirapé Aquiri  APA do Gelado P.Z. Quarentena Geral
0.06542 ou 0.0558 ou 0.08791 ou 0.06573 ou

Prevaléncia 6,54% 5,58% 8,791% 6,57%
IC 95% 3,2% a 9,9% 2,4% a 8,8% 3,0% a 14,6% 4,4% a 8,7%
p-valor <0.0001* <0.0001* < 0.0001* < 0.0001*
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Tabela 5: Numeros de flebotomineos capturados por ecotopo de coleta na Serra dos Carajas de Dezembro/05 a Abril/08 e testadas por PCR.

PCR (+) para Leishmania

Ecotopo N° de Fémeas N°de Fémeas Flebotomineos Testados e Positivos Total (+) Prevaléncia
Capturadas Testadas Subgénero  Subgénero
Viannia  Leishmania
Tapirapé Aquiri 1.538 214 Ps. wellcomei/complexus 181 (13) 12 1
. . 14 6,54 %
Lutzomyia shawi 25 (1) 1 0
Luyzomyia whitmani 8 (0) 0 0
APA do Gelado 782 235 Ps. wellcomei/complexus 185 (11) 10 1 14 5,96 %
Lutzomyia withmani 50 (3) 3 0
P. Zoobotanico 1.175 101 Ps. wellcomei/complexus 101 (8) 8 0 8 7,92 %
de Quarentena
Total 3.495 550 34 2 36 6,5 %
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4.3 — DE ACORDO COM AS EXCURSOES AS REGIOES DE COLETA

Na 1% Excursdo (dez/05) 918 fémeas foram capturadas sendo testadas 274
especimes. Dentre o material testado, 17 (47,3 %) exemplares continham DNA de
Leishmania, com 15 Psychodopygus wellcomei/complexus e um Lutzomyia shawi infectados
com Leishmania do subgénero Viannia. Um Psychodopygus wellcomei/complexus foi
detectado com Leishmania do subgénero Leishmania.

Sessenta e duas fémeas foram capturadas na 22 excursdo (mar/06), dentre estas, 10
(27,8 %) espécimes estavam infectados. Todas as infeccbes foram detectadas em
Psychodopygus wellcomei/complexus com DNA de Leishmania do subgénero Viannia.

Foram testados por PCR 63 e 47 flebotomineos capturados na 3% (jun/06) e 42
(fev/07) excursdes, respectivamente. Dentre aqueles da 3% excursdo, detectou-se um
Psychodopygus wellcomei/complexus infectado com Leishmania do subgénero Viannia. Na 42
excursdo, dentre os espécimes testados, detectaram-se dois exemplares de Psychodopygus
wellcomei/complexus infectados com Leishmania do subgénero Viannia e uma do subgénero
Leishmania (Figura 8).

Dos exemplares capturados nas excursdes 52 (abr/07), 62 (jun/07) e 72 (abr/08), 48,
05 e 60 espécimes foram testadas, respectivamente. Das amostras testadas obtidas da 5° e 62
excursdes, detectou-se um exemplar de Psychodopygus wellcomei/complexus infectado com
Leishmania do subgénero Viannia para cada excursdo. Das amostras testadas da 72 excurséo,
foram detectados trés Lutzomyia whitmani com DNA de Leishmania pertencente ao
subgénero Viannia dentre os exemplares testados (Tabela 6)

Na excurséo realizada em setembro de 2006, nenhum flebotomineo foi testado

devido a pouca quantidade de material capturado nesta viagem.



Tabela 6 Numeros de flebotomineos/fémeas

deteccdo de DNA de Leishmania.
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capturados por excursdo na Serra dos Carajas de dez/2005 a abr/2008 e testadas por PCR para

PCR (+) para Leishmania

Periodo da Excursao N° de Fémeas  N° de Fémeas Flebotomineos Testados e Positivos Total (+)
Capturadas Testadas por
PCR Subgénero Subgénero
Viannia Leishmania
1° (Dez/ 05) 918 275 Lutzomyia whitmani 8 (0) 0 0
0,
Ps. wellcomei/complexus 142 (16) 15 1 17(47,3%)
Lutzomyia Shawi 25 (1) 1 0
2° (Mar/ 06) 360 62 Ps. wellcomei/complexus 62 (10) 10 0 10(27,8%)
3° (Jun/ 06) 506 63 Ps. wellcomei/complexus 63 (1) 1 0 1(2,7%)
4° (Fev/ 07) 510 47 Ps. wellcomei/complexus 47 (3) 2 1 3(8,4%)
5° (Abr/ 07) 515 48 Ps. wellcomei/complexus 48 (1) 1 0 1(2,7%)
6° (Jun/ 07) 54 5 Ps. wellcomei/complexus 5 (1) 1 0 1(2,7%)
Lutzomyia whitmani 50 (3) 3 0
7° (Abr/ 08) 632 60 3(8,4%)
Ps. wellcomei/complexus 10 (0) 0 0
Total 3.495 550 34 2 36(100%)
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Figura 8: Distribuicdo de espécimes capturados, fémeas capturadas, machos capturados, fémeas
testadas e resultados positivos conforme a Excursao.

4.4 - POR ARMADILHAS DE COLETA

Dois tipos de armadilhas de capturas de flebotomineos foram utilizados, CDC’s (Solo e
Copa) e armadilha Shannon. Utilizando a armadilha CDC (Solo), 1.112 fémeas foram capturadas,
destas 202 foram testadas por PCR, sendo 187 Psychodopygus wellcomei/complexus e 15
Lutzomyia shawi. DNA de Leishmania foi detectado em 19 (52,8 %) espécimes, onde 18
Psychodopygus wellcomei/complexus estavam infectados com Leishmania do subgénero Viannia e

um Psychodopygus wellcomei/complexus por Leishmania do subgénero Leishmania.

Das 688 fémeas capturadas pela armadilha tipo CDC (Copa), 97 foram testadas pela PCR
(29 Psychodopygus wellcomei/complexus, 10 Lutzomyia shawi e 58 Lutzomyia whitmani). Em oito

(22,2 %) espécimes foi detectado DNA de Leishmania do subgénero Viannia, sendo quatro
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detectadas de Psychodopygus wellcomei/complexus, trés Lutzomyia whitmani e um
Lutzomyia shawi.

A armadilha Shannon capturou 1.695 fémeas, das quais 251 espécimes de
Psychodopygus wellcomei/complexus foram testados. Nove (25,0 %) exemplares foram detectadas
com DNA de Leishmania, sendo oito do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania
(Tabela 7).

A distribuicdo dos casos positivos em amostras capturadas pela armadilha CDC Copa,
CDC Solo e Shannon foi proporcionalmente semelhante entre as seis excursdes, de acordo com a

analise estatistica com teste binomial.
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Tabela 7:NUmeros de flebotomineos/fémeas capturados por tipos de armadilhas de coletas utilizadas na Serra dos Carajas de Dez/05 a Abr/08 e

testadas por PCR para deteccdo de DNA de Leishmania.

PCR (+) para Leishmania

Tipo de Armadilha  N°de Fémeas N°de Fémeas Flebotomineos Testados e Positivos Total
Capturadas Testadas pelo Subgénero  Subgénero
PCR Viannia  Leishmania
CDC (Solo) 1.112 202 Lutzomyia shawi 15 (0) 0 0 19 (52,8%)
Ps. wellcomei/complexus 187 (19) 18 1
CDC (Copa) 688 97 Ps. wellcomei/complexus 29 (4) 4 0 8 (22,2%)
Lutzomyia shawi 10 (1) 1 0
Lutzomyia whitmani 58 (3) 3 0
Shannon 1.695 251 Ps. wellcomei/complexus 251 (9) 8 1 9 (25%)

Total 3.495 550 34 2 36 (100%)
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5 - DISCUSSAO

No inicio dos anos 70, casos de LTA foram relatados na regido da Serra dos Carajas,
Par4, principalmente apoés a instalacdo de empresas mineradoras e 0 adentramento de pessoas
em areas até entdo de natureza priméria. Estudos epidemioldgicos relataram a situacdo da
regido para os perigos da leishmaniose e caracterizaram a especifica relacdo vetor/parasita
entre Psychodopygus wellcomei e L. (V.) braziliensis, sendo esta espécie considerada como o
principal vetor de L. (V.) braziliensis na regido das Serra dos Carajas (Lainson et al., 1973,
1977; Ward et al., 1973).

No presente estudo, das 550 espécimes testadas, em 36 (6,5%) foi detectado a
presenca de DNA de Leishmania, sendo o subgénero Viannia o que apresentou infectando
flebotomineos em maior nimero, 34 espécimes. O subgénero Leishmania foi detectado em
apenas dois espécimes testados.

Com a prevaléncia de 6,5% de flebotomineos infectados por Leishmania detectados
no presente estudo, levando-se em consideracdao que em areas endémicas de LTA o indice de
infecgdo natural de flebotomineos € baixo, em torno de 0,1 a 3,0% (Arias et al., 1985;
Miranda et al.,2002) e juntamente com a progressiva adaptacdo dos vetores aos ambientes
peridomésticos e domésticos, evidencia-se 0s perigos no surgimento de novos casos de LTA
advirem na Serra dos Carajas.

A PCR vem sendo utilizada em estudos de infeccdo natural em flebotomineos em
diversos paises do Novo Mundo, como Brasil (Pereira et al., 2006; Nascimento et al., 2007),
Equador (Kato et al., 2005), Colémbia (Santamaria et al., 2005), Venezuela (Rodriguez et al.,
1999; Bofante-Garrido et al., 1999), Argentina (Cérdoba-Lannus et al., 2006), México

(Rebollar-Tellez et al., 1996). Como também em paises no Velho Mundo (Aransay et al.,
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2000; Sanchez et al., 2006; Pandley et al., 2008), demonstrando a validade da técnica da

PCR nesse tipo de estudo e deixando clara a importancia da compreensdo das condigdes
vetoriais para as leishmanioses nos paises tanto do Velho Mundo quanto do Novo Mundo.

Vaérios estudos sobre infeccBes naturais em flebotomineos foram realizados, na
regido Amazonica, em diferentes espécies e periodos de coletas. Arias & Freitas, 1978,
relataram uma prevaléncia de 7,3% em flebotomineos infectados por Leishmania, no Estado
de Manaus. Mais recentemente, Freitas e colaboradores em 2002 no Estado do Amapa,
detectaram 11,7% de infeccdo por tripanosomideos em flebotomineos e Pinheiro e
colaboradores em 2008, em areas do Estado do Amazonas, detectaram uma prevaléncia de
1,04%. Ryan e colaboradores em 1987, envolvendo diversas regides do Estado do Paré (Serra
dos Carajas, Belém, Paragominas, Tucurui, Trombetas, Jari e Cachoeira Porteira) encontraram
uma prevaléncia oscilando entre 1 a 2% nestas regifes. Estes estudos nos demonstram as
diversidades de prevaléncias de infecgdes naturais encontradas em flebotomineos vetores de
Leishmania na regido Amazonica, e que fatores ambientais de cada regido nos periodos de
realizacdo de coleta dos espécimes sdo de fundamental importancia podendo influenciar nos
resultados obtidos de cada estudo.

Em algumas regides do Brasil sdo encontrados indices de prevaléncia para infecgdo
natural em flebotomineos mais elevados aos 6,5% encontrados na Serra dos Carajas, como 0s
8,9% encontrado em areas endémicas para LTA na Bahia (Miranda et al., 2002), como
também indices mais baixos, como 1,1% em Teresina, Piaui (Silva et al., 2007), Mato Grosso
do Sul de 0,16% (Galati et al., 1996), 0,3% detectado em regides no Rio Grande do Sul (da
Silva, 1999) e zero de infeccdo natural em flebotomineos testados em areas consideradas
endémicas para LTA no Estado do Parana (Neitzke et al., 2008). Deste modo colocando-se a
Serra dos Carajas entre uma das principais areas com maiores taxas de infeccdo natural de

flebotomineos por Leishmania detectadas no territorio brasileiro.
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No Velho Mundo, Aransay e colaboradores, 2000, na Grécia, e Pandley e

colaboradores, 2008, no Nepal, obtiveram um valor igual de prevaléncia de infectividade
natural em flebotomineos, 6,7% , valor este proximo ao obtido agora na Serra dos Carajas,
6,5%, evidenciando que altos indices nas taxas de infec¢do natural em flebotomineos néo se
apresenta restrita a determinadas regides, mas sim distribuido em diverso paises do Novo e
Velho Mundo.

Das 36 espécimes detectadas com Leishmania, observamos que Psychodopygus
wellcomei/complexus foi a que apresentou o maior ndmero de infecgBes, 32 (88,9%)
espécimes, enquanto que em Lutzomyia whitmani (8,3 %)e Lutzomyia shawi (2,8%) foram
detectados apenas trés (8,3%) e um (2,8%) exemplar infectado, respectivamente.
Considerando os aspectos de frequéncia, prevaléncia de infec¢do natural por Leishmania (6,5
%) e os héabitos antropofilicos, o papel do Psychodopygus wellcomei/complexus como
principal transmissor da LTA na Serra dos Carajas, continua fortalecido. Esta espécie é,
também, determinada como provavel vetor de Leishmania na Serra do Baturité, Estado do
Ceara (Ready et al., 1983). Possivelmente pelo fato desses flebotomineos estarem se
adaptando aos ambientes peridomiciliares e domiciliares (Andrade Filho, 2001),
intensificadas pelas destruicdes do ambiente natural da espécie realizadas pelo homem com
consequente aumento do contato homem/vetor nessas regides.

A espécie Lutzomyia whitmani no Estado do Paré é descrita como uma espécie de
baixa antropofilia (Lainson et al., 1979; Ready et al., 1986), enquanto que em outras regides
do pais é considerada elevada, como no Sudeste e Nordeste (Pesséa & Coutinho, 1941;
Azevedo & Rangel, 1991), e moderada na regido Sul do Brasil (Aguiar et al., 1989; Rangel et
al., 1996). Na Amazonia é vetor de L. (V.) guyanensis (Ready et al., 1986), e L. (V.) shawi
(Ishikawa et al., 1999) e no Nordeste brasileiro de L. (V.) braziliensis (Rangel et al., 1996).

Em alguns Estados do Brasil é considerada como a principal vetora de Leishmania
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braziliensis, como em Minas Gerais, (Galati et al., 1996), Bahia (Miranda et al.,2002) e

Maranh&o (Figueredo et al., 1997; Rangel & Costa, 2007).

A taxa de infec¢do natural por Leishmania entre flebotomineos da espécie Lutzomyia
whitmani na Serra dos Carajas mostrou-se mais elevada do que as encontradas em Corguinho
(MG), das 613 espécimes dissecados apenas uma estava infectada, apresentando taxa de
0,16% (Galati et al., 1996), Ceara, 0,8% de 893 exemplares (Azevedo & Rangel, 1991) e Séo
Paulo, 0,24% de 4.139 exemplares (Pessoa & Coutinho, 1941). Porém, foram bem mais
reduzidas quando comparadas a populagdes relatadas por Ready e colaboradores, 1986, no
Estado do Para (33,3% de 21 espécimes estudadas).

Ryan e colaboradores, 1987, em estudo na Serra dos Carajas, observaram quatro
espécimes de Lutzomyia whitmani infectadas por Leishmania em 264 espécimes dissecadas,
no presente estudo foi detectado trés espécimes infectadas por L. (Viannia) sp. em 58
espécimes analisados por PCR, observando-se uma taxa de infec¢do por Leishmania maior do
que a encontrada por Ryan, possivelmente devido ao periodo de coleta dessas espécimes
infectadas por L. (Viannia) sp. .Esta espécie pode estar juntamente com o Ps.
wellcome/complexus envolvidas na transmissdo da LTA na Serra dos Carajas.

Em dois exemplares de Psychodopygus wellcomei/complexus foi obtido DNA de
Leishmania do subgénero Leishmania, fato este merecedor de maior atencdo e estudos
complementares, por ndao haver até entdo relatos de Psychodopygus wellcomei/complexus
como vetor de L. (Leishmania) sp., nem mesmo de ser um vetor secundario. Questiona-se a
possibilidade das espécimes infectadas terem sido capturadas logo apos alimentar-se de algum
animal reservatério de L. (Leishmania) sp., albergando este parasito, visto que a detec¢édo de
DNA de Leishmania em determinadas espécies de flebotomineos ndo implica que esta espécie
seja vetora do parasita, ja que o resultado da PCR ndo indica a fase evolucionaria do parasito

no interior do trato digestivo do inseto.
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Todos os espécimes de Lutzomyia whitmani e Lutzomyia shawi que apresentaram

PCR positivo estavam infectados com Leishmania pertencentes ao subgénero Viannia. Rayn e
colaboradores, 1987, também detectaram nas mesmas espécies de flebotomineos investigadas
neste estudo, infeccdo por L. (Viannia) sp., porém em menor escala.

Apesar de L. (V.) braziliensis ter sido encontrada com maior freqiiéncia na regido,
ainda ndo foi isolada de Lu. whitmani na Serra dos Carajas. Porém, vale ressaltar que L. (V.)
shawi tem sido identificada nessa regido, o que pode estar associada com Lu.whitmani, como
observado em outras localidades do Estado do Paré (Ishikawa et al., 1999).

No caso de infeccdo por L. (Viannia) sp. em Lu. shawi serd necessario estudos
complementares devido a auséncia de dados sobre essa espécie na atuacdo como vetor de
Leishmania na regido.

Analisando os ecétopos de coleta dos flebotomineos na Serra dos Carajés, verificou-
se que Tapirapé-Aquiri e APA do Gelado foram os que tiveram 0s maiores nimeros de
flebotomineos testados (214 e 235, respectivamente) e positivos (14 espécimes cada), com
prevaléncia de 6,54% e 5,96% flebotomineos infectados por Leishmania. Porém, o Parque
Zoobotéanico de Quarentena foi 0 que obteve a maior prevaléncia (7,92%), mesmo sendo o
ecotopo com o menor numero de flebotomineos testados, 101 exemplares. Estatisticamente, a
ocorréncia de casos positivos ndo depende da variacdo de ecotopo, ou seja, podemos afirmar
que as prevaléncias ndo sdo significativamente diferentes nos ecdtopos amostrados neste
estudo.

As variacOes existentes entre as prevaléncias de flebotomineos infectados por
Leishmania nos ecétopos estudados, onde maiores (Parque Zoobotanico de Quarentena) e
menores (Tapirapé-Aquiri e APA do Gelado) alteragdes antrépicas, podem estar relacionadas

com a disponibilidade de alimento e fonte de infeccdo para as fémeas, assim como fatores
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influenciantes na densidade populacional das espécies, demonstrando o papel do ambiente e

de seu grau de impacto a fauna flebotominica.

Estas diferengas entre os ecotopos também torna fundamental o desenvolvimento de
programas de controle especificos para cada um deles, através da informac&o para os perigos
e cuidados da doengca em ambientes primérios como Tapirapé-Aquiri, a diminuicdo da
degradacdo ambiental na regido da APA do Gelado e cuidados como atos de controle vetorial
(repelentes, mosquiteiros, fumacé, etc) na area urbana do Parque Zooboténico de Quarentena
como medidas profiléticas para o controle na transmissao da LTA.

A espécie Lutzomyia whitmani mesmo sendo caracterizado como pouco
antropofilicos na regido Amazonica, apresenta habitos peridomesticos e domésticos na Bahia
(Miranda et al., 2002) e em Minas Gerais (Galati et al., 1996), pode-se aludir que a
degradacdo ambiental na APA do Gelado (Souza, comunicacgéo pessoal) estaria possivelmente
influenciando no aparecimento desse vetor nessa regiao.

Segundo Marzochi & Marzochi (1997) dois diferentes padrdes epidemiolégicos de
transmissdo de LTA ocorrem na regido Amazonica: silvestre-floresta - onde a doenca € uma
zoonose de animais silvestres, com ocorréncia de alguns casos humanos em éareas de
colonizacdo recente devido a penetracdo do homem em ambiente silvestre, como ocorrido no
ecotopo do Parque Zoobotanico de Quarentena em nosso estudo; e silvestre-periflorestal —
onde a doenca é uma antropozoonose, que Oocorreu em areas e ocupacao situadas dentro do
raio de vo dos vetores silvestres, se enquadrando a essas caracteristicas 0s ecotopos da APA
do Gelado e Tapirapé-Aquiri na Serra dos Carajés.

Analisando-se o0s resultados obtidos por excursdo aos ecOtopos de coleta,
observaram-se variaveis valores nos numeros de flebotomineos capturados, apresentando
excursdes com grandes numeros de capturas (1* Excursdo — 918 especimes) e outras com

baixos nimeros (62 Excursdo — 54 espécimes). Um dos fatores que influenciaram na variacéo
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da taxa de captura de estar correlacionado com a sazonalidade destes insetos na regido da

Serra dos Carajas.

Nas excursdes 12 (dezembro/05), 42 (fevereiro/07), 52 (abril/07) e 72 (abril/08) houve
0s maiores numeros de espécimes capturados, sendo estas realizadas em periodos mais
chuvosos, que se estende do més de novembro ao més de maio (Ward et al., 1973). Sendo as
excursdes 1° e 7° destacadas nos numeros totais de flebotomineos capturados, com coletas
realizadas nos extremos do periodo chuvoso, dezembro e abril, respectivamente, verificando-
se gque 0s meses proximos ao inicio e ao fim da estacdo chuvosa, com temperaturas e
umidades elevadas, favorecem o desenvolvimento destes insetos e sdo os melhores periodos
para a coleta de flebotomineos na Serra dos Carajés.

Nas trés excursdes realizadas no periodo mais quente e seco (junho-outubro), a 62
excursdo (junho/07) capturou somente 54 exemplares para a analise molecular. Na excursao
realizada em setembro de 2006 ndo foi possivel o congelamento de espécimes, devido ao
baixo nimero de exemplares capturados. Esse decréscimo da populacdo com possivel
auséncia de espécimes nas capturas pode esta associada com a diapausa dos flebotomineos
durante as estacdes mais secas do ano (Rangel & Lainson, 2003).

As excursdes realizadas em junho/06 e junho/O7 obtiveram ndmeros de
flebotomineos capturados com acentuada diferenca, 506 e 54 exemplares respectivamente.
Essa diferenca foi motivada pelas intensas chuvas relatadas pela equipe entomolégica no
periodo de junho/07, acarretando em dificuldades nos trabalhos de coleta destes insetos.
Fatores externos como temperatura e umidade relativa do ar ndo devem ter influenciado
drasticamente nessa diferenca numerica, sendo observados médias de 23,5°C de temperatura e
90% de umidade relativa do ar em junho/06, com 22°C e 92% em junho/07.

Fatores externos como variagfes de temperatura, umidade relativa do ar e niveis

pluviométricos podem ter diversas origens, sendo em um mesmo local a incidéncia dos
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flebotomineos pode variar consideravelmente com as condi¢des atmosféricas. Todas as

causas que prejudicam atividades dos flebotomineos, tais como, quedas de temperatura,
pequeno grau higrométrico do ar, ventos, etc., fazem diminuir a incidéncia de flebotomineos
em um dado ponto. Mas, ainda que as condi¢des atmosféricas sejam aparentemente idénticas
nos diferentes ecdtopos, a incidéncia desses insetos pode variar inexplicavelmente de um dia
para outro, em um mesmo local.

Nas trés excursdes realizadas em 2007, observa-se claramente a sazonalidade dos
flebotomineos neste ano, com numeros de captura elevadas no periodo chuvoso, 42
(fevereiro/07) e 52 (abril/07) excursdo, e baixos no periodo mais seco, 62 excursao (junho/07).

As variacfes em relacdo a atividade sazonal das espécies capturadas, embora sem
analisar os valores locais de umidade relativa, temperatura ou indice pluviométrico, pode-se
inferir que essas diferencas estejam relacionadas com variagdes climéticas e paisagisticas
locais. Verificando que em meses mais frios, com temperaturas médias de 22 °C, e secos, com
umidade relativa do ar oscilando entre 50 a 70% havia queda na densidade de Lu. whitmani e
Ps. wellcomei/complexus coletados, retornando aos indices mais elevados nos meses mais
quentes, 32°C em média, e Umidos, podendo chegar préximo aos 100% de umidade relativa
doar.

Com relacdo a distribuicdo dos espécimes detectados com DNA de Leishmania nas
excursdes realizadas, a 1% e 22 excursdes apresentaram 17 e 10 espécimes infectados por
Leishmania, respectivamente, sendo estes os maiores valores encontrados entre todas as
excursdes. As excursdes 3°, 5° e 6° apresentaram as menores taxas de infecg¢do natural.

A sazonalidade observada na coleta dos flebotomineos pode ser detectada também
no numero de Psychodopygus wellcomei/complexus infectados naturalmente por Leishmania,
observando os meses de dezembro de 2005 (12 excursdo), margo (22 excursao) e junho (32

excursao) de 2006, correspondendo as duas primeiras a periodos chuvosos e de maiores taxas
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de infeccdo natural observado nesta espécie, com a reducdo das espécimes infectadas

conforme a diminuicdo da intensidade das chuvas (32 excursao).

Conhecer o padrdo sazonal das espécies presentes na regido é de fundamental
importancia para que se possa implementar programas efetivos de controle desses insetos nas
regides estudadas.

As armadilhas de captura CDC (Solo) e Shannon foram as que capturaram o maior
nimero de flebotomineos, em destaque o Psychodopygus wellcomei/complexus. Dezenove
espécimes com DNA de Leishmania foram capturados pela armadilha CDC (Solo) e nove
exemplares pela Shannon.

Biologicamente o Psychodopygus wellcomei mostra uma grande antropofilia e
também atraidos pelos roedores e, provavelmente devido a esse fato, a espécie foi
amplamente capturada pelas armadilhas CDC (Solo) e Shannon situadas em baixas alturas em
relacéo ao solo.

Diferencas quanto a presenca ou auséncia de certas espécies de flebotomineos em
troncos de arvores em diversos estudos € notorio. E provavel que algumas espécies utilizem
este ambiente como abrigo ou locais de repousos alternativos, devido sua maior abundéncia
em outros locais como tocas de animais, buracos de arvores, entre outros, fato observado nas
espécies pertencentes aos subgéneros Psathyromyia e Psychodopygus, (Forattini 1973).

Fatores como a multiplicidade de abrigos, maior quantidade de animais para repasto
sanguineo, oportunidade de acasalamento e microhabitats estaveis poderiam favorecer a
presenca de diferentes espéecies em bases de arvores. Mas, ndo podemos deixar de considerar
a competicdo, a predacdo e fatores climaticos como fatores limitantes e provavelmente a razao
para a reducdo no numero de espécimes. Estudos visando aspectos acima ressaltados seréo de
grande auxilio no esclarecimento da importancia destes locais na epidemiologia da LTA na

Amazonia Brasileira.
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A espécie Lutzomyia whitmani foi capturada exclusivamente pela armadilha CDC

(Copa), devido essa espécie ser raramente encontrada em troncos de arvores, ao nivel do chéo,
sendo encontrados em grande nimero na copa das mesmas (Lainson & Rangel, 2005),
justificando assim a sua captura pelas CDC’s (Copa).

No presente estudo sobre as infeccGes naturais em flebotomineos capturados na
Serra dos Carajas, a técnica da PCR foi utilizada devido a sua sensibilidade, na qual é possivel
a deteccdo e caracterizacdo de Leishmania em nivel de subgénero a partir de flebotomineos
individualmente analisados. Sendo esta técnica potencialmente aplicada ndo somente ao
monitoramento de infeccdo por Leishmania em populacGes de flebotomineos, mas em estudos
relacionados com répida identificacdo das prevaléncias de espécies de Leishmania e
flebotomineos vetores em areas endémicas para leishmanioses.

A identificacdo de ecdtopos, em grandes &reas consideradas como endémicas para
leishmanioses e com altas frequéncias de flebotomineos infectados por Leishmania, é
fundamental para a compreensdo de fatores ecolégicos e geogréficos que podem influenciar
na transmissao das leishmanioses na regido em estudo.

Embora ndo tenha sido comprovada a relacdo vetor-parasita para Ps.
wellcomei/complexus e L.(V.) braziliensis no presente trabalho devido & auséncia de
marcadores moleculares espécies-especificos para L. (V.) braziliensis, o0 comportamento deste
flebotomineo na Serra dos Carajas apresentada neste trabalho parece ndo deixar davidas
quanto ao seu destacado papel de vetor de Leishmania causadoras de LTA na referida regido.

Estudos sobre o poder vetorial das espécies Lu. whitmani e Lu. shawi infectados
naturalmente por Leishmania na regido da Serra dos Carajas devem ser intensificados,
verificando se essas espécies podem estar atuando no ciclo de transmissdo da LTA na Serra

dos Carajas.
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Futuros estudos que melhor esclarecam os diversos fatores que possam estar

relacionadas as variagdes nos numeros e nas taxas de infeccdo dos flebotomineos por
Leishmania na regido da Serra dos Carajas sdo necessarios para uma melhor compreensao da
sazonalidade das principais espécies vetoras e consequentemente a identificacdo dos periodos
de situaces criticas para a transmissdo da LTA onde as estratégias de controle deveriam ser

intensificadas na regido.
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6 — CONCLUSOES

Das 550 espécies de flebotomineos testados, em 36 (6,5%) foi detectado infeccdo
natural por Leishmania.

O marcador do gene de mini-exon foi capaz de distinguir Leishmania do subgénero
Viannia em 34 espécimes e do subgénero Leishmania em 2 espécimes.

Psychodopygus wellcomei/complexus foi a espécie de flebotomineos que apresentou
maior nimero de infecgdes (88,9%), comparados a Lutzomyia whitmania e Lutzomyia
shawi, fortalecendo o papel de principal vetor de Leishmania na Serra dos Carajés.
Lutzomyia whitmani e Lutzomyia shawi apresentaram infeccbes apenas por
Leishmania do subgénero Viannia. Os estudos sobre o poder vetorial destas espécies
como vetores na Serra dos Carajas devem ser intensificados.

Psychodopygus wellcomei/complexus apresentou infeccdo por Leishmania do
subgénero Viannia e Leishmania amazonensis.

Apesar de encontrar apenas 2 espécimes de Psychodopygus wellcomei/complexus
infectados por Leishmania amazonensis, ndo implica que esta espécie seja vetora deste
parasita, mas merece maior atencao e estudos complementares.

Os ecotopos de Tapirapé-Aquiri, APA do Gelado e Parque Zoobotanico de
Quarentena apresentaram altas taxas de infec¢fes naturais em flebotomineos, 6,54%,
5,96% e 7,92%, respectivamente. O Parque Zoobotanico de Quarentena foi o que
apresentou a maior prevaléncia de flebotomineos infectados por Leishmania,
ratificando o perigo da transmissdo das LTA em areas urbanas na Serra dos Carajas.
Fatores climaticos influenciam na sazonalidade dos flebotomineos na Serra dos
Carajés, obtendo-se maiores nimeros de espécimes coletados durante estagcbes com

temperaturas e umidade (estagbes chuvosas) mais elevadas.
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APENDICE

I - Solucdo para Trituracéo:
10X solucéo de trituracao (0,1M Tris/ 0,6M NaCl/ 0,1 M EDTA)
20X Espermina/Espermidina (3 mM Espermidina/ 3 mM Espermina)
10% Sucrose

Il - Solugéo de SDS
2X SDS Tampéo (0,8 M Tris/ 0,27 M EDTA)
10% SDS
10% Sucrose

Dietilpirocarbonato.(0,34 %)

111 - Solucdo TE pH 8,0
10mM Tris HCI
1ImM EDTA

IV - Tampéo TAE
40 mM Tris-acetado
1 mM EDTA



ANEXO 1

47

Leishmania

Ne Ne Data de Flebotomineos

Amostra Excursdo  Coleta Ecotopo (espécies) N° testados (+) Viannia Leishmania

T4 1° 04.12.05 Tapirapé Aquiri Ps. wic 2(1) 1 -
T5 1° 05.12.05 Tapirapé Aquiri Ps. wic 8(1) 1 -
T6 1° 05.12.05 Tapirapé Aquiri Lu. Shawi 10(1) 1 -
T11 1° 06.12.05 Tapirapé Aquiri Ps. wic 3 1 1
T23 1° 09.12.05 Tapirapé Aquiri Ps. wic 2(1) 1 -
T26 1° 09.12.05 Tapirape Aquiri Ps. wic 6 (1) 1 -
T32 1° 10.12.05 Tapirape Aquiri Ps. wic 8(1) 1 -
T50 1° 14.12.05 APA do Gelado Ps. wic 13(1) 1 -
T57 1° 14.12.05 APA do Gelado Ps. wic 28(3) 3 -
T62 1° 15.12.05 APA do Gelado Ps. wic 13(1) 1 -
T67 1° 16.12.05 APA do Gelado Ps. wic 9(1) 1 -
T97 2° 17.03.06 APA do Gelado Ps. wic 3 2 -
T79 2° 11.03.06 Parg.Zoob.Quarentena Ps. w/c 73) 3 -
T86 2° 13.03.06 Parg.Zoob.Quarentena Ps. wic 6 (2) 2 -
T89 2° 14.03.06 Parg.Zoob.Quarentena Ps. wic 10(3) 3 -
T23 3° 15.06.06 Tapirapé Aquiri Ps. w/c 5(1) 1 -
T195 40 09.02.07 APA do Gelado Ps. w/c 1(1) 1 -
T209 40 20.02.07 APA do Gelado Ps. wic 2(1) - 1
T210 4° 21.02.07 APA do Gelado Ps. wic 2(1) 1 -
T154 50 03.05.07 Tapirapé Aquiri Ps. w/c 4(1) 1 -
T275 6° 05.07.07 Tapirape Aquiri Ps. wic 1(1) 1 -
T289 7° 31.03.08 APA do Gelado Lu. Whitmani 10 (1) 1 -
T291 7° 31.03.08 APA do Gelado Lu. Whitmani 10 (1) 1 -
T292 7° 31.03.08 APA do Gelado Lu. Whitmani 10 (1) 1 -
Total 550 (36) 34 2




