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RESUMO

A taxa de infeccdo natural de trés diferentes espécies de flebotomineos por Leishmania foi estudada usando a técnica de reacio
em cadeia da polimerase. Primers especificos para Leishmania foram designados para examinar se os pools de flebotomineos
estavam infectadas. Um total de 1.100 fémeas separadas em pools de 10 individuos foram examinados, consistindo de 50
Lutzomyia whitmani, 43 Lutzomyia triacantha e 17 Lutzomyia choti. De todos os pools analisados, 4 de Lutzomyia whitmani
estavam positivos, mas nenhum pool das duas espécies restantes estava infectado. Deste modo, uma taxa de infeccio de 0,4%
foi verificada neste estudo. Esta taxa de infecgio associada a estudos anteriores sugere que Lutzomyia whitmani transmite
Leishmania aos mamiferos em Buriticupu, Maranhio.
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ABSTRACT

The natural infection rate due to Leishmania was studied in three different sandfly species using the polymerase chain reaction
technique. Leishmania specific primers were designed to examine whether sandfly pools were infected. In total 1,100 female
sandflies separated into pools of 10 individuals, consisting of 50 pools of Lutzomyia whitmani, 43 of Lutzomyia triacantha and 17
of Lutzomyia choti, were analyzed. Among all the pools examined, four pools of Lutzomyia whitmani were positive, but none of the
pools of the other two species were infected. Thus, a total infection rate of 0.4% was established in this study. A similar infection
rate was found in previous studies, suggesting that Lutzomyia whitmani transmits Leishmania to mammals in Buriticupu, Maranhao.
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A leishmaniose tegumentar (LT) é uma das infecgdes
dermatoldgicas mais importantes, nio so pela freqiiéncia, mas
principalmente pelas dificuldades terapéuticas, deformidades
e seqiielas que pode acarretar, por sua magnitude,
transcendéncia e pouca vulnerabilidade as medidas de
controle. No Brasil, a LT tem sido assinalada em praticamente
todos os estados e vem crescendo progressivamente nos
tltimos 20 anos, ocorrendo surtos em todas as regides do
pais. O Maranho € responsavel por 13% dos casos relatados

no Brasil e 47% dos da regido nordeste, sendo que 47,1%
dos casos sio0 oriundos da Amazdnia maranhense'®.

Os vetores responsdveis pela transmissdo de LT sdo os
flebotomineos do género Lutzomyia. Estudos tém descrito a
especificidade entre o parasito e o vetor responsavel pela sua
transmissio’ °. A identificagio de uma espécie vetora e a
determinacio da taxa de infecgio natural, sobretudo nas
regides endémicas, é de fundamental importincia na
entomologia médica.
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A infecgdo de flebotomineos por Leishmania era mais
freqiientemente investigada através da dissecacdo do inseto
e observacio direta do parasita. Esse procedimento consome
tempo e requer grande habilidade técnica, principalmente
devido a0 tamanho reduzido dos insetos.

0 desenvolvimento de técnicas de biologia molecular,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), possibilitou
a identificagiio de material genético de Leishmania, mesmo
em quantidades minimas como 50fg de DNA do parasita.
Trabalhos utilizando essa metodologia tém sido realizados
no diagndstico de leishmaniose' **bem como na identificacdo
de reservatorios animais®, detectando parasitas
independentemente da abundincia, estdgio, local e
transmissibilidade®.

Estudos sobre infec¢do por leishmania em flebotomineos,
na Amazonia maranhense, ainda nio foram realizados.
Todavia, os inquéritos entomolégicos tém mostrado
claramente a presenca de espécies de reconhecida
importincia na transmiss@o de leishmanias, como Lutzomyia
whitmani, L. umbratilis, L. wellcomei, L. migonei e
L. complexa™ ¥, sendo que todas ji foram encontradas
infectadas por espécies de Leishmania em outras dreas
biogeogrificas do pais'’.

£ fundamental para o entendimento da cadeia de
transmissdo e controle da LT, a determinacdo das espécies
de flebotomineos vetores e o monitoramento da taxa de
infeccdo de populagdes, sobretudo, em ambientes antrépicos.
Assim, este trabalho tem por finalidade investigar a taxa de
infec¢dio natural das trés espécies de flebotomineos mais
frequentes no ambiente peridoméstico do municipio de
Buriticupu, MA.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo. Os flebotomineos utilizados neste estudo
foram obtidos no povoado da Sexta Vicinal, localizado no
municipio de Buriticupu, na Amazonia maranhense, entre
4°27°22" e 4°30°00" LS e 46°35'27" e 46°54°03" IW. Uma
descrig¢do detalhada dos aspectos fisiogrificos da regido
encontra-se em Rebélo e cols'® .

Método de coleta dos flebotomineos. As capturas de
flebotomineos foram realizadas das 18 as 6 horas, uma vez
por més, no periodo de novembro de 2003 a margo de 2004.
Foram instaladas seis armadilhas Iuminosas tipo CDC, no
ambiente peridoméstico, de duas residéncias com casos
confirmados de LT, a uma altura de 1,5m.

Todos os insetos capturados foram mortos em cimara
refrigerada. Depois, fez-se a triagem, separando-se 0s
flebotomineos dos outros insetos e as fémeas dos machos. As
fémeas foram submetidas a dissecacdo das espermatecas para
identificacdo das espécies.

Seleco das espécies. Foram selecionadas para este
estudo as trés espécies de flebotomineos que se mostraram
mais abundantes no ambiente peridoméstico do povoado da

Sexta Vicinal: Lutzomyia choti, L. triacantha e L. whitmani,
de acordo com o inquérito entomoldgico realizado de julho/
2002 a agosto/2003 nesse povoado.

As fémeas foram separadas em pools de 10 exemplares
em tubos de pldsticos e congeladas, para posterior extracio
de DNA do protozodrio e conducio da PCR.

Extracdo de DNA. Foi feita utilizando-se o protocolo
descrito por Mukhopadhyay e cols'* com algumas
modificacGes: aquecimento por 10 minutos 2 95°C com 20ml
de tampao STE (NaCl 0,1M, Tris-HCl 10mM pH 8,0 e EDTA
1mM), depois os insetos foram macerados e foi acrescentado
STE até completar o volume de 50ml. Centrifugou-se a
12.000rpm por 2 minutos e transferiu-se o sobrenadante
contendo 0 DNA para um tubo novo.

Reacio em cadeia da polimerase. A amplificagio para
o género Leishmania foi feita usando-se os primers 5°GGG
(G/T)AGGGGCGTTCT (G/C)CGAA3 e 5°(G/C) (G/C) (G/C)
(A/T)CTAT (A/T) TTAC CAACCCC3™. O volume total da reacio
foi de 20ml, sendo composto por 4ml de DNA gendmico,
Tampao para PCR 1X (Invitrogen); 1mM de cada primer; 1,5mM
MgCI2; 200mM de cada dNTPs e 1U de Taq DNA polimerase.

A reacdo iniciou com uma desnaturacido a 94°C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C
por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, tendo uma extenso
final de 72°C por 10 minutos.

Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose
a 2%, e as bandas foram visualizadas sob luz UV apés
coloragiio com brometo de etideo. Como controle positivo
foi utilizado DNA de Leishmania braziliensis e como o controle
negativo, DNA de machos de flebotomineos capturados nas
coletas. A contaminacio por DNA exdgeno foi evitada através
de cuidadoso manuseio de pipetas e reagentes. As amostras
positivas foram confirmadas pela repeticdo da reacdo. A
amplificacdo produziu fragmentos de 120pb para o género
Leishmania.

A taxa de infec¢Zo minima foi calculada considerando-se
todas as amostras com 10 individuos e apenas um
flebotomineo positivo para Leishmania por amostra. A taxa
de infec¢iio minima para espécie foi obtida considerando-se
todos os pools da espécie com 10 flebotomineos e apenas
um infectado por amostra.

RESULTADOS

Neste estudo, foram analisadas 1.100 fémeas de
flebotomineos distribuidas nas espécies L. whitmani (500
espécimes), L. triacantha (430) e L. choti (170), por serem
as espécies mais abundantes na drea. As fémeas foram
separadas em pools de 10 exemplares, sendo 50 pools de
L. whitmani (45,5%), 43 de L. triacantha (39,1%) e 17 de
L. choti (15,4%).

Quatro pools de L. whitmani apresentaram produtos de
amplificacio de 120pb para o género Leishmania (Figura 1),
enquanto as amostras de L. triacantha e L. choti mostraram-se
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Figura 1 - Produtos de amplificacio para o género Leishmania realizada em fémeas de flebotomineos. Linhas: 1, 2, 3
e 4. Fémeas positivas de Lutzomyia whitmani, 5. Controle negativo (DNA de machos de flebotomineos), 6. Controle
positivo (DNA de Leishmania braziliensis), 7. Marcador de peso molecular.

negativas. A taxa de infeccdo minima para a espécie
L. whitmani foi de 0,8% e para o total de individuos das trés
espécies foi de 0,4%.

Todas as amostras tiveram suas reacdes de PCR e
eletroforese repetidas para confirmacdo do resultado.
Procedeu-se também ao teste de inibi¢do para assegurar
possiveis falhas na técnica. Esse teste foi realizado em 20
amostras cuja PCR foi negativa, sendo 7 de L. whitmani, 8 de
L. triacantha e 5 de L. choti, e consistia em repetir a reag¢io
nas mesmas condicdes, exceto pela adi¢io de 1ml de DNA de
Leishmania. Apds esta dltima reacdo, todas as amostras
testadas positivaram, mostrando que néo ocorreu
amplificacdo inicialmente devido 24 auséncia de DNA de
Leishmania.

DISCUSSAO

A taxa de infeccdo natural dos flebotomineos, utilizando
PCR, encontrada neste estudo, foi semelhante a observada por
Miranda cols' em uma drea endémica de LT na Bahia. Esta
taxa é suficiente para a manutencio da endemicidade da
infec¢o. Vexenat e cols* relatam que a investigacio da infecco
em flebotomineos capturados de forma nio direcionada, mostra
uma taxa ainda mais baixa ou mesmo nula.

Quanto aos métodos de diagnésticos empregados, a PCR
mostrou-se mais especifica e sensivel do que a dissecacgdo
dos flebotomineos” e outros métodos convencionais de
diagndstico em pacientes'? 2. Isto ocorre porque esta técnica
permite a detec¢io de 0,6 parasita por tubo de reacio®.

Dentre as trés espécies selecionadas para este estudo,
levando-se em considera¢io a densidade das mesmas
na localidade de Sexta Vicinal, somente L. whitmani é
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reconhecidamente vetora de LT no Brasil, enquanto para as
outras duas ndo existe nenhum relato sobre exemplares
naturalmente infectados. Assim, este estudo mostra a
capacidade da populagio de L. whitmani de Buriticupu de se
infectar com Leishmania, indicando o seu provavel papel
como vetor de LT neste municipio.

Convém ressaltar que a LT constitui um grande problema
de satide no municipio de Buriticupu pois, desde a década
de 70, quando era uma 4drea de colonizacio agropastoril, tem-
se registrado surtos epidémicos da doenga. O primeiro, com
300 casos, foi registrado por Silva cols*, coincidindo com o
periodo em que havia recebido um grande contingente
populacional do interior do préoprio estado e de outros
estados do nordeste.

A partir de 1997, com sua emancipac¢io, Buriticupu
registrou os mais altos coeficientes de detec¢do anual de LT
do Maranhio: 688,21 (1997), 442,44 (1998), 331,81
(1999), 883,18 (2000), 678,65 (2001) e 721,67 (2002).
No ano de 2003, foram 242 casos novos, e de janeiro até
maio de 2004 jd eram 123 casos.

A determinacdo das leishmanias, por meio de andlise
isoenzimdtica, de pacientes de Buriticupu, revelou a presenga
de espécies do complexo braziliensis, sendo Leishmania shawi
a espécie mais freqiiente?.

Em todas as localidades do municipio de Buriticupu onde
os flebotomineos foram estudados, L. whitmani sempre
aparece como sendo uma das espécies mais freqiientes, tanto
no ambiente silvestre quanto no doméstico, dai a suspeita
deste flebotomineo ser o vetor principal da LT nessa regido
do Estado'®.

£ conhecido o papel de L. whitmani como vetor de
Leishmania do complexo braziliensis, mas estudos de DNA
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mitocondrial de diferentes populagdes deste flebotomineo
mostraram que, no Brasil, existem trés linhagens diferentes
desta espécie. A linhagem amazonica, a2 qual pertence a
populacdo de Buriticupu, transmite Le. shawi e tem como
reservatérios, primatas, quirépteros, desdentados e
carnivoros’; diferindo, portanto, das outras linhagens que
transmitem Le. braziliensis".

Por outro lado, a populacdo de L. whitmani da Amazonia
paraense nio mostra uma forte tendéncia antropofilica,
tampouco sinantrpica'®, e segundo Lainson cols’, os efeitos
da destruicdo da floresta primaria sobre esta populacio seriam
drésticos, de tal maneira que o ciclo natural de Le. shawi e
L. whitmani seria interrompido.

Em contraposicdo a isto, em Buriticupu, observa-se a
existéncia de um duplo perfil epidemiolégico, onde os altos
coeficientes de infec¢@io de LT humana sio mantidos por casos
oriundos de focos antigos, e por surtos epidémicos associados
20 desflorestamento da mata, decorrentes de fatores como o
acelerado processo de expansio das fronteiras agricolas,
constru¢iio de estradas, e outras atividades humanas que
contribuem sobremaneira para o aumento no nimero de
casos'’. Ambos os perfis, sio concordantes com o padrio de
distribuicdo de L. whitmani na drea'® | levando-nos a
acreditar tratar-se de um vetor eclético que pode transmitir a
infec¢do tanto no domicilio humano quanto na floresta.

De qualquer modo, os resultados aqui obtidos mostram
que a infeccio circula nos flebotomineos que se encontram
no ambiente peridoméstico. Com as ferramentas moleculares
hoje disponiveis, estudos sobre a natureza espécie-especifica
da leishmania podem ser conduzidos no sentido de
caracterizar, no futuro préximo, a espécie de leishmania
transmitida por L. whitmani nessa regido. Além disso, é
necessdria a continuacio deste estudo para que se determine
a presenga ou ndo de infeccdo em outras espécies de
flebotomineos. Outros estudos precisam ser realizados em
outras dreas do estado para que se observe se existe relacio
entre a taxa de infec¢io e o niimero de casos de doenga.
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