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Resumo

O principal vetor da leishmaniose visceral americana no Brasil é a espécie
Lutzomyia longipalpis, embora outras espécies também tenham sido incriminadas como
possiveis vetoras. Na Ilha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, estado do Rio de
Janeiro, estdo sendo diagnosticados casos de leishmaniose visceral canina, o que gera
grande preocupacdo, devido a falta de conhecimento sobre os fatores epidemiologicos
envolvendo esses casos. Por esse motivo, o presente estudo tem como objetivo ampliar o
estudo da fauna flebotominica dessa regido e avaliar através da técnica de reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) a deteccdo de DNA de Leishmania infantum nos
organismos capturadas. O inquérito entomolégico foi realizado utilizando armadilhas
luminosas de suc¢do (modelo CDC) no periodo de julho de 2012 a julho de 2013. Os
espécimes coletados foram encaminhados para o Laboratorio Instituto de Endemias
Rurais — Ensp/ Fiocruz, para identificacdo das espécies. Apds a identificacdo, as amostras
foram separadas em pools por espécie e sexo e encaminhadas para o Laboratério de
Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos no Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas-Fiocruz para serem analisadas pela técnica de PCR
convencional e em tempo real . O levantamento entomoldgico realizado nesta regido
apontou Nyssomyia intermedia como a espécie mais abundante, seguida por Migonemyia
migonei, Lutzomyia longipalpis e Pintomyia fischeri. Atraves dos resultados obtidos pela
PCR convencional, 4 pools de N. intermedia apresentaram produtos de amplificacdo para
Leishmania sp. Com a utilizacdo da técnica da PCR em tempo real, 3 pools de N.
intermedia e 1 pool de M. migonei apresentaram amplificacdo para material genético de
Leishmania infantum. A deteccdo de DNA de Leishmania infantum em N. intermedia,
associada a baixa densidade de L. longipalpis, reforca a ideia de que uma nova espécie
possa atuar como vetora da LVC na regido estudada. Embora este resultado ndo confirme
a sua participacdo no ciclo de transmissdo da LV, o presente estudo abre uma nova

perspectiva para o conhecimento epidemiologico e de controle desta zoonose.

Palavras-chaves: leishmaniose, flebotomineos, levantamento entomolégico, reacdo da

polimerase em cadeia



Abstract

The main vector of American visceral leishmaniasis in Brazil is Lutozmyia longipalpis
species, although other species also have already been incriminated as possible
transmitters. In Marambaia Island , city of Mangaratiba, State of Rio de Janeiro, are
reported cases of canine visceral leishmaniasis, which causes great concern due to lack of
knowledge on the epidemiological factors involving this outbreak. Therefore, this study
aims to extend the study of sand fly fauna of this region and assess using the technique of
Polymerase Chain Reaction ( PCR ) detection of Leishmania infantum DNA in the species
caught. The entomological survey was conducted using suction light traps (CDC model).
The specimens were sent to the Laboratory Institute of Rural Endemic Diseases - Fiocruz,
for species identification. After identification, the samples were separated into pools by
species and sex and sent to the Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domesticos do Instituto Evandro Chagas - Fiocruz to be analyzed by PCR
conventional and real time. The entomological survey in this region pointed Nyssomyia
intermedia as the most abundant species, followed by Migonemyia migonei, Lutzomyia
longipalpis and Pintomyia fischeri. According to conventional PCR, four pools
N. intermedia showed amplification products Leishmania sp. Using the technique of real
time PCR, three pools N. intermedia and 1 pool of M. migonei showed amplification for
genetic material from Leishmania infantum . Detection of DNA of Leishmania infantum in
N. intermedia associated with a low density of L. longipalpis, reinforces the idea that a new
species may be acting as the vector of LVC in the region studied. Although this result does

not confirm their participation in the VL transmission cycle, this study opens a new

perspective for epidemiological and control of VL.

Key words: leishmaniasis, sand fly, entomological survey, polymerase chain reaction
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1. Introducao

1.1. Leishmaniose Visceral Americana

Leishmanioses sdo grupos de doencas enzodticas e zoondticas causadas por um
parasita protozoario do género Leishmania Ross 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
mostrando variedades de graus de especificidade por hospedeiro *. A principal forma de
transmissdo do parasita para 0 homem e outros hospedeiros mamiferos € através da picada
de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos
genericamente por flebotomineos ®. Cées atuam como um importante reservatorio
domeéstico para o agente etiolégico, Leishmania chagasi/Leishmania infantum Shaw, 2002.
A importancia do reservatorio canino deriva do restrito e frequente contato entre cdes e
humanos, e o fato de que estes animais podem apresentar infeccdo sem a presenca de sinais
clinicos, apesar do alto grau de parasitismo na pele saudavel e visceras °.

Existe uma grande polémica em torno da origem da leishmaniose visceral (LV) no
Novo Mundo- se ela foi introduzida na época da colonizacdo europeia e causada pela
espécie L. infantum, ou ha varios milhdes de anos, juntamente com a introducdo dos
canideos, devendo a espécie ser classificada como L. chagasi. Os achados de altas taxas de
infeccdo em canideos originarios da Amazénia sugerem a origem autoctone. Entretanto,
estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e L.
infantum uma Unica espécie e aceitam a hip6tese de origem recente nas Américas *.

Os mamiferos silvestres hospedeiros da L. infantum conhecidos sdo as raposas e 0s
marsupiais. Duas espécies de raposas foram encontradas naturalmente infectadas:
Lycalopex vetulus, Lund 1842, no Cearé °; e Cerdocyun thous, Linnaeus 1766, no Para ° e
em Minas Gerais ’. L. infantum foi isolada em marsupiais do género Didelphis, Linneaus
1758, na Bahia ® e no Rio de Janeiro °.

A primeira descricdo da LV foi na Grécia, em 1835 onde anteriormente era
conhecida como “ponos” (Deus da dor, na mitologia grega). Em 1869 foi denominada na
india “Kala-jwar” (febre-negra) ou Kala-azar (Calazar) em virtude do escurecimento da
pele observado durante a doenca *°.

William Boog Leishman no ano de 1900, em Bengal na India, identificou a
presenca de um protozoario no baco de um soldado que foi a 6bito em decorréncia de uma
febre conhecida como “Dum Dum”. Em 1903, o agente etiologico foi descrito por

Donovan que demonstrou a presenca dos parasitos em aspirados esplénicos de uma crianca



que apresentava febre irregular. Rogers, em 1904, foi o primeiro a cultivar o parasita em
sangue citratado a 22°C e observou que nas culturas o parasita se apresentava na forma
flagelada. Nicolle e colaboradores encontraram parasitos em cdes no ano de 1908, na
Tunisia, sugerindo papel destes animais como reservatorios. Apenas no ano de 1931 é que
os flebotomineos foram incriminados como vetores, onde a transmissdo do agente
etiolégico ficou conhecida através de xenodiagnéstico em hamsters ** .

A LV tem ampla distribuicéo, ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na
Africa e nas Américas, neste Gltimo continente também é denominada leishmaniose
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visceral americana (LVA) ou calazar neotropical ~“. Nas Américas, a LV ocorre na

Argentina, Paraguai, Bolivia, Coldmbia, Venezuela, Costa Rica, Guatemala, Guadalupe,
Honduras, Martinica, Nicaragua, México, El Salvador e Brasil *.

Dos 500.000 novos casos anuais em humanos no mundo, estima-se que 90%
ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo com estimativas de mais de 50.000
mortes. O nimero crescente dos casos esta relacionado principalmente ao deslocamento
das populacGes, exposicdo da populacdo nao imunizada, fatores econdémicos e sociais, ma
nutricdo e co-infeccéo de pessoas com HIV 4,

O registro do primeiro caso da doenca no Brasil ocorreu em 1913, quando Migone,
no Paraguai, descreveu o caso a partir de um material de necrépsia de paciente oriundo de
Boa Esperanca, Mato Grosso *°. A partir de um estudo realizado para o diagndstico e
distribuicdo da febre amarela no Brasil, encontraram-se 41 casos positivos para
Leishmania sp., sendo identificados em laminas de viscerotomias praticadas post-mortem,
em individuos oriundos das regides Norte e Nordeste '°. A seguir, o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis, Lutz e Neiva 1912, foi incriminado como espécie vetora e foram
descobertos os primeiros casos da infecgdo em cées.

Desde entdo, casos de leishmaniose visceral (LV) vém sendo descritos em varios
municipios, de todas as regides do Brasil. A LV tem apresentado mudancas importantes no
padréo de transmissao do agente etioldgico, inicialmente predominado pelas caracteristicas
de ambientes rurais e periurbanas e, mais recentemente, em centros urbanos como Rio de
Janeiro (RJ), Corumba (MS), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Palmas (TO), Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre outros. Atualmente, no Brasil a LV esta
registrada em 19 das 27 Unidades da Federacdo, com aproximadamente 1.600 municipios

apresentando transmissao autctone *'.



No estado do Rio de Janeiro, a LV foi registrada pela primeira vez em 1978, no
municipio do Rio de Janeiro '®. A doenca foi detectada nos arredores periurbanos de
Bangu. O caso indice foi um homem de 55 anos de idade cujo desfecho foi o 6bito™.

Em 1983 foram notificados 35 casos autoctones em areas peri-urbanas da cidade do
Rio de Janeiro, situadas nas vertentes continentais norte (bairro de Realengo e Bangu),
noroeste (Senador Camard), oeste (Campo Grande) e sudeste do Maci¢o da Pedra Branca
8 0 estado do RJ é assinalado como érea de transmissdo esporadica de LV, entretanto,
esta doenca vem se dispersando para diferentes areas do municipio do Rio de Janeiro %,
Angra dos Reis (caso canino e humano 2002), Mangaratiba (1984 e 2001) e Itaguai (2006)
(dados n&o publicados) #. O mapa a seguir mostra o atual quadro epidemioldgico da LV

no Brasil.

Areas com transmissio de Leishmaniose Visceral (L'V) no Brasil
Mapa de estratificagiio de LV, segundo municipio de residéncia e média de casos, de 2009 a 2011

Sem casos (4261)
Transmissao esporadica (1053)
B Transmissao moderada (102)
B Transmissao intensa (149)

Figura 1- Mapa de distribuicdo da Leishmaniose Visceral no Brasil

Fonte: www.portal.saude.gov.br
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1.2. Leishmaniose Canina e Humana

No Brasil, a importancia da LV reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo, mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais quando
associada ao quadro de ma nutricao e infecgdes concomitantes. A crescente urbanizacao da
doenca ocorrida nos Gltimos 20 anos coloca em pauta a discussdo das estratégias de
controle empregadas *.

A LVA cléssica acomete pessoas de todas as idades, mas na maior parte das areas
endémicas 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10 anos. Em
alguns focos urbanos existe uma tendéncia de modificacdo na distribuicdo dos casos por
grupo etario, com ocorréncia de altas taxas também no grupo de adultos jovens %.

Nos casos humanos, o diagnostico € rotineiramente realizado com base em
parametros clinicos e epidemioldgicos. Entretanto, um diagnostico definitivo requer a
demonstracdo do parasita através de métodos parasitol6gicos®.

O diagnostico clinico é complexo, pois a doenca no homem pode apresentar sinais e
sintomas que sdo comuns a outras doencas presentes nas areas onde incide a LVA, como
por exemplo, doenca de Chagas, malaria, esquistossomose, febre tiféide e tuberculose.
Pacientes com LVA apresentam febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia,
leucopenia, anemia, hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarreia, perda de peso
e caquexia *.

O diagnostico clinico da LV canina é muitas vezes um problema para o veterinario.
H& um amplo espectro de sinais clinicos inespecificos, animais infectados podem se
apresentar aparentemente saudaveis, com poucos sinais clinicos e com estagio avancado
da doenca. Uma caracteristica importante ¢ a permanéncia da doencga clinicamente
inaparente por longos periodos. Nos cdes, a doenca é sisttémica cronica e pode levar o
animal & morte. Dependendo da fase da doenca e das condi¢des imunoldgicas, muitos cées
infectados que ndo apresentam sinais clinicos, sdo fontes de infeccdo para oS
flebotomineos e, consequentemente, tém papel ativo na transmissdo da Leishmania sp. %.
Estudos dos fatores de risco para a LV canina no Brasil até 0 momento ndo evidenciaram
predisposicdo sexual, racial ou etéria relacionada com a infeccéo®.

De modo geral, o quadro clinico se assemelha a doenca humana, com febre
irregular de longo curso, palidez de mucosas e um emagrecimento progressivo, até o
estado de caquexia intensa, na fase terminal. A hipertrofia do sistema fagocitario
mononuclear (SFM), levando a esplenomegalia, hepatomegalia e adenopatia generalizada,

é bastante frequente, porém pouco referida. No entanto, os sinais mais evidentes estéo
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relacionados as alteragdes cutdneas e de faneros: perda de pelos, que é bastante frequente
podendo ser focal ou generalizada; pequenas ulceracOes crostosas, isoladas ou confluentes,
observadas no focinho, orelhas e extremidades; descamacdo ou dermite furfuraceas, que
acompanham a depilacdo; alongamento das unhas (grifose); opacificacdo da cornea
(queratite intersticial), apds conjuntivite purulenta; além de outros sinais como apatia,

diarreia, hemorragia intestinal, paresia do trem posterior, edema e vomitos *°.

1.3. VVetor

Os flebotomineos das Américas sdo usualmente distribuidos em trés géneros:
Brumptomyia, Franca e Parrot 1921, com cerca de 25 espécies conhecidas, em geral
associadas a tatus; Waryleya, Hertig 1940, com sete espécies; e Lutzomyia, Franca 1924,
com cerca de 430 espécies. Somente 0 género Lutzomyia inclui espécies de importancia
médica. Este género é dividido em varios subgéneros e grupos de espécies, com
sistematica muito complexa e controvertida. No mundo, das aproximadamente 700
espécies conhecidas, cerca de 70 ja foram incriminadas como vetores ou consideradas
como suspeitas na transmissdo da Leishmania sp. 2*.

Os flebotomineos sdo popularmente conhecidos no Brasil como asa branca, asa
dura, birigui, cangalhinha, mosquito palha, tatuquira, freb6ti etc. S&o mais comuns em
areas florestais ou préximo destas, mas podem invadir domicilios e anexos em grande
quantidade 2*. Os flebotomineos ocorrem em todos os estados brasileiros 2°.

Segundo Aguiar e Medeiros, 2003?° os flebotomineos, assim como a generalidade
dos dipteros, sdo insetos holometabdlicos. As formas imaturas tém habitat terrestre,
desenvolvendo-se em locais ricos em matéria organica em decomposicao, especialmente
de natureza vegetal. Os adultos sdo amarelados, muito pequenos, com cerca de 2,5 mm
de comprimentos. As pernas sdo longas e delgadas, possuem voos saltitantes e quando em
repouso mantém as asas eretas, que sdo hialinas e densamente revestidas de cerdas longas.

Iniciam suas atividades no crepusculo vespertino. Quanto a alimentacdo, ambos 0s
Sexos sugam sucos vegetais ou solucBes agucaradas. As fémeas também sdo hematdfagas,
exceto rarissimas espécies autdgenas, pois necessitam de sangue animal ou humano para a

maturacao de seus ovos .
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Souza e colaboradores® descreveram Lutzomyia longipalpis, como principal vetor
da LV no Brasil, sendo apontado em seguida por evidéncias epidemioldgicas, como vetor
desta protozoose no municipio do Rio de Janeiro. Esta espécie ja havia sido coletada no
municipio de Mangaratiba e Angra dos Reis, anteriormente a ocorréncia dos primeiros
casos humanos e caninos de LV 2" 2%,

Lutzomyia longipalpis é a mais importante espécie vetora da leishmaniose visceral
nas Américas, e é certamente a Unica espécie de flebotomineo (incluindo as associadas
com a transmissdo do agente etiolégico de leishmaniose tegumentar) que preenche todos os
critérios estabelecidos para uma competéncia vetorial *, destacando aqueles que s&o
considerados essenciais, como antropofilia, distribuicdo espacial coincidindo com casos
humanos da doenca e infecgdo natural por L. infantum °3!32.

Em 1973, registros no Sudeste e Nordeste do Brasil mostraram a presenca de L.
longipalpis dentro de habitagBes humanas e anexos, com animais domésticos e rurais
incluindo jumentos *.

Este flebotomineo colonizou gradualmente o ambiente rural, e na década de 1980
comecou a invadir o ambiente urbano, especialmente a periferia das grandes cidades, onde
foi capturado em ambiente intra e peridomiciliar *.

Esta mesma espécie tem ampla distribuicdo geogréfica abrangendo as Américas
Central e do Sul. As formas imaturas deste flebotomineo parecem desenvolver-se
preferentemente em ecotopos situados sob ou entre rochas. Os escassos criadouros naturais
foram encontrados nessas condi¢des. Isso ndo impede que o diptero possa adaptar-se e
criar-se em outros bi6topos, entre os quais podem incluir-se alguns de origem artificial. E
o que foi assinalado no Nordeste brasileiro, onde a criacdo do flebotomineo foi observado
em currais de jumentos **.

Vale ressaltar que no estado do Mato Grosso do Sul, a LV também pode ser
transmitida por Lutzomyia cruzi Mangabeira, 1938, e, em Pernambuco, Migonemyia
migonei Franca, 1920 esta sendo considerado possivel vetor 3% 3.

A determinacdo das taxas de infecgdo natural de flebotomineos por Leishmania sp.
constitui uma importante ferramenta para os estudos epidemioldgicos das leishmanioses e

de competéncia vetorial >

. A técnica da disseccéo do trato digestivo do vetor e a pesquisa
direta do parasitismo eram empregadas com esta finalidade; entretanto, atualmente vem
sendo substituida pela reacdo da polimerase em cadeia (PCR), que consiste na

amplificacdo do DNA do parasito, exibindo elevada especificidade e sensibilidade *.
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1.4. Reacdo em Cadeia da Polimerase

Nos ultimos 10 anos, métodos moleculares tém sido desenvolvidos e usados para
a identificacdo de Leishmania sp., ou isoladas de culturas de pacientes *° bem como a
deteccdo do parasita em “pools” de espécies de flebotomineos **. A principal vantagem
destes métodos s&o suas sensibilidades e especificidades, independente do nimero, estagio
e localizacéio da Leishmania sp. no trato digestivo do vetor **. Nos Gltimos anos, métodos
moleculares tem sido aplicado em estudos de competéncia vetorial de flebotomineos,
mesmo em areas com baixas taxas de infecgio .

A técnica de reacdo da polimerase em cadeia (PCR) é uma técnica molecular
utilizada para amplificar um Unico ou algumas copias de um fragmento de DNA através
de vérias ordens de magnitude, gerando milhares de copias de uma sequéncia de DNA
particular. Foi desenvolvida em 1984 pelo bioquimico americano, Kary Mullins *,

Segundo Rodgers et. al. 1990*, esta técnica, tem sido extensivamente usada em
diagndsticos das doencas humanas e estudos epidemioldgicos devido a sua alta
sensibilidade.

A PCR também tem sido usada para o diagndstico da LV com étima exatidao.
Também pode ser empregada com precisdo significante para predizer a cura da doenca .
Teoricamente, a presenca de um parasita por flebotomineo seria suficiente para ser
detectada pela PCR *'.

A técnica PCR em tempo real (qPCR) é uma categoria de PCR convencional que
permite a deteccdo e quantificagdo em tempo real de uma regido especifica de um
determinado material geneético. Este sistema estd substituindo a PCR convencional no
diagnostico e acompanhamento de muitas doengas, sendo capaz de realizar medi¢des muito
sensfveis e precisas de DNA presentes em uma amostra ¢ %°.

Soares et. al. 2010*® demonstraram em seu estudo que a técnica de PCR foi capaz
de detectar a infeccdo natural por L. infantum em populacdes de L. longipalpis,
independentemente da existéncia de casos ativos de LV, revelando-se assim, como um

instrumento de grande importancia para a satde publica.
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2. Justificativa

As leishmanioses estdo entre as doencas infecciosas-parasitarias de maior
incidéncia no mundo *°. Essas parasitoses envolvem protozoérios do género Leishmania,
transmitidos pela picada de flebotomineos, que tém como reservatorios mamiferos
domésticos e silvestres >*. Fatalidade em casos néo tratados é alta *°.

A regido da Ilha da Marambaia, na cidade de Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro
vem apresentando casos de leishmaniose visceral canina desde outubro de 2009 (casos
notificados segundo informacBes do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas -
IPEC/Fiocruz).

Esta localidade também € ocupada por uma comunidade quilombola (remanescente
dos quilombos — descendentes de escravos). Um levantamento realizado pelo Instituto
Nacional de Colonizacdo e Reforma Agraria (Incra) no ano de 2006 estimou a existéncia

de aproximadamente 262 familias quilombolas na regido °2

além de ser frequentada
anualmente por centenas de militares oriundos de diferentes regides endémicas de
leishmaniose no Brasil*.

Em estudo realizado por Novo, 2011% observa-se a diversidade da fauna
flebotominica da regido. Este fato pode estar associado a dificuldade de controle da
doenca na regido, pois ainda se desconhece as espécies envolvidas no ciclo de transmissdo
da zoonose.

E fundamental para o entendimento da cadeia de transmiss&o e controle da doenca,
a determinacdo das espécies de flebotomineos vetores e 0 monitoramento da taxa de
infeccdo de populagdes, sobretudo, em ambientes antrépicos. Por este motivo, justifica-se
este estudo, o qual busca reavaliar a fauna flebotominica da regido e detectar, através da
técnica da PCR convencional e PCR em tempo real, material genético de Leishmania sp. e

Leishmania infantum, respectivamente, nas espécies de flebotomineos capturadas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a fauna flebotominica da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, estado do

Rio de Janeiro no periodo de julho de 2012 a julho de 2013.

3.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar as espécies e densidade populacional da fauna
flebotominica na Ilha da Marambaia;

e Detectar, através da técnica de reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
convencional e em tempo real, material genético de Leishmania sp. e Leishmania

infantum, respectivamente, nas espécies de flebotomineos capturadas na regiao.
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4. Metodologia

4.1. Desenhos do estudo e populagédo alvo

Trata-se de um estudo seccional que foi realizado no periodo de julho de 2012 a
julho de 2013 na Ilha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro, no
qual a populacdo alvo foram os flebotomineos da regido capturados dentro do mesmo

periodo.

4. 2. Area de estudo

A llha da Marambaia faz parte do conjunto que, incluindo a Restinga da
Marambaia, se estende por 42,5km e situa-se no litoral Sul Fluminense. Favorecida pela
posicdo geografica e pelo acesso limitado, conserva ainda representativa parcela das
florestas que compdem a Mata Atlantica, podendo ser observados varios tipos de
ecossistemas: a Serra do Mar, a Restinga e Ilha da Marambaia, a Ilha Grande, manguezais
e diversas outras ilhas, além do delta do rio Guandu, que formam uma grande baixada
situada entre os municipios de Itaguai e do Rio de Janeiro **.

A llha da Marambaia (23° 04° 51” S —44° 00° 39” W e 23° 03’ 48 S — 43° 33* 96”
W (figura 2)) é uma reserva ecoldgica que apresenta relevo e vegetacao bastante distintos,
com areas de praia, restinga, matas de encosta, além de mangues. Sua por¢do oeste liga-se
ao continente, a leste, na regido de Guaratiba, por uma faixa estreita de areia com cerca de

40 km de extensdo formada durante o Holoceno, a Restinga da Marambaia **
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Figura 2: 1lha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro

7,:( Pontos onde foram realizadas as capturas dos flebotomineos

4.3. Avaliacdo da fauna flebotominica

4.3.1 Captura

Para a captura dos flebotomineos foram utilizadas armadilhas luminosas de succao
(modelo CDC), as quais foram introduzidas em ambiente intradomiciliar (figura 3)
peridomiciliar, (galinheiros e canis) (figura 4) e ambiente silvestre (figura 5), em regides
distintas da llha da Marambaia: Praia do Sitio, Praia Jodo Manoel, Praia do Caju, Buraco
Quente, Praia Suja, Praia Grande, Praia do Jose, Praia do Cutuca, Praia da Caetana e Praia
da Pescaria Velha (figura 2). As armadilhas foram colocadas as 18h e retiradas as 7h da
manha seguinte, durante uma semana, uma vez por més, durante um ano, um total de 13h
de coletas por armadilha. Os espécimes coletados foram acondicionados em tubos do tipo
Falcon contendo alcool 70% devidamente identificados, indicando a data, a localidade, e
encaminhados ao Laboratério Instituto de Endemias Rurais, Ensp/Fiocruz para a

identificacdo do processo de triagem.



Figura 3: Armadilha modelo CDC colocada em ambiente intradomiciliar, na llha da Marambaia,
cidade de Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro, no periodo de julho de 2012 a julho de 2013.
Foto: Denise Alves de Lima

: "‘/‘, 3 ; ‘.‘: - K :
Figura 4: Armadilha modelo CDC colocada em ambiente peridomiciliar (galinheiro), na llha da

Marambaia, cidade de Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro no periodo de julho de 2012 a julho de 2013.
Foto: Denise Alves de Lima
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Figura 5: Armadilha modelo CDC colocada em ambiente silvestre nas proximidades das residéncias, na
Ilha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro no periodo de julho de 2012 a julho
de 2013.

Foto: Denise Alves de Lima

4.3.2 ldentificacéo e Processamento dos Fleb6tomos para realizacdo da PCR e
gPCR

Os espécimes de fleb6tomos capturados foram separados manualmente com o
auxilio de uma lupa. Apds, foram colocados em placas de Petri pequenas e novamente
com auxilio da lupa foi dado o inicio do processo de identificacdo. Foram separadas
primeiramente em machos e fémeas. Para a identificacdo das fémas, foi preciso realizar a
abertura do fleb6tomo pelo sétimo segmento abdominal, onde se encontra a espermateca
(figura 7), que é a principal estrutura de identificacdo das fémeas. Este segmento, que é a
porcdo final do abdome, foi retirado do flebotomineo, fixado na ldmina com laminula e
levada ao microscopio para a identificacdo. O restante da parte abdominal foi
acondicionado em tubos tipo Eppendorf com alcool 70% e encaminhado para o
Laboratdrio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonose em Animais Domeésticos (Lapclin-
Dermzoo) do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas (IPEC) na Fundagdo Oswaldo Cruz

(Fiocruz) para extracdo do DNA e realizacdo da técnica da PCR. Os machos também
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foram identificados e encaminhados ao Lapclin-Dermzoo/ IPEC para serem utilizados
como controles negativos. Os espécimes foram identificados conforme Galati, 2003>

Figura 6: Identificacdo de Figura 7: As setas apontam a

uma féma da espécie N. espermateca— principal
intermedia. estrutura de identificacdo das

fémeas de flebotomineos.

4.3.2. Extracdo de DNA dos flebotomineos

Para a extracdo de DNA foi utilizado o “kit” Illustra™ Tissue & Cells Genomicprep
Mini spin kit (GE Healthcare), seguindo as recomedacfes contidas no mesmo. Dez
flebdtomos foram transferidos para um tubo tipo eppendorf contendo 1mL de PBS e
submetido a centrifugagdo (16.000 x g por 2 minutos). Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e acrescentado nas amostras mais 50uL de PBS. As amostras foram maceradas
manualmente com auxilio de um pistilo.

Ap6s a maceracao, 50ulL de solucdo de lise e 10uL de solucdo proteinase K foram
adicionadas e homogeneizadas durante 15 segundos, sendo em seguida, incubadas em
banho-seco (56°C) durante 1 hora. Apods, centrifugada a 2000 x g por 10segundos foi
adicionado 5uL de RNAse A (20mg/mL), sendo as amostras incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida foi adicionado 500uL de solucdo lise,
homogeneizando durante 15 segundos, permanecendo em repouso, em temperatura
ambiente, por 10 minutos. Ao final, as amostras foram transferidas, através de uma mini
coluna, para outro tubo fornecido pelo kit (tubos de coletas) e submetida a centrifugacéo
(13.000 x g por 1 minuto). Apds, o sobrenadante foi descartado, adicionado 500uL de
solucdo lise e novamente centrifugado (13.000 x g por 1 minuto). Nesta etapa, 0
sobrenadante foi descartado e adicionado ao “pellet” 500uL de tampdo de lavagem (“wash

buffer””), homogeneizado repetido a centrifugacdo, adicionado 50uL de tampao de eluicdo
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(“Elution Buffer”), aguardado 1 minuto e centrifugado (11.000 x g por 1 minuto). Foram

identificados com a data e codigo da extracao e estocado abaixo de —10°C.

4.3.3. Avaliacdo do DNA extraido

A técnica de avaliagio do DNA extraido permite a quantificacio de DNA
utilizando corantes fluorescentes, que sdo detectados pela plataforma. Foi utilizado a
plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen®) e o “kit” Qubit® dsDNA HS “kit” de
ensaio seguindo as instrucdes do fabricante.

Para a quantificagdo, foram feitas as curvas utilizando os padrdes do kit. Foi feita a
solucdo de trabalho adicionando em um tubo Eppendorf, 199 uL de tampédo Qubit e 1 uL
de reagente Qubit para cada amostra e em seguida foi homogeneizado. Para preparar 0s
padrdes para a curva — padrdo 1 e padrdo 2 foi adicionado 190 uL da solugéo de trabalho e
10 pL do padrdo 1 e 2 respectivamente, homogeneizado e incubado a temperatura
ambiente por 2 minutos. Para a quantificagdo das amostras foi adicionado 199 ulL da
solucdo de trabalho e 1 uL da amostra a ser quantificada. Apos a quantificacdo das

amostras, os valores foram salvos e anotados.

4.3.4. PCR Convencional

Todas as amostras foram submetidas a um protocolo padronizado no Laboratorio
de Vigilancia em Leishmanioses do IPEC/Fiocruz, onde o mesmo é utilizado para
amplificacdo de DNA de Leishmania sp.

A amplificacéo foi realizada utilizando o par de oligonucleotideos: 5° - (G/C)(G/C)
(CIG)CC(A/IC)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC - 3’ e 5°-
GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA que amplificam um fragmento de 120pb que
corresponde a uma regido conservada no minicirculo do kDNA de espécies do género
Leishmania °.

A reacéo foi realizada em volume final de 25,0 uL, contendo tampéo Tris-HCL (10
mM), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM), Taq DNA Polimerase (2,5 U), DNA da amostra

(5 puL) e agua ultra pura para PCR. Os ciclos de amplificacdo iniciaram-se a 94°C por 15
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minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 30segundos, 55°C por 30segundos, 72°C por 30
segundos e uma extensdo final de 72°C por 10 minutos, realizado em termociclador
automatico (PTC-100 Pelthier Thermal Cycler MJ Research, GMI Inc., Minesota, EUA).
Como controle positivo para cada reacdo foram utilizados 5 ng/uL da cepa referéncia de
Leishmania infantum (MHOM/BR/74/PP75), e dois controles negativos (todos os
componentes da reacdo exceto o DNA para Leishmania infantum).

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese horizontal em géis de
agarose a 2%, impregnado por “gelred”, submetidos a uma corrida de 80V por
aproximadamente 2 horas. Foi utilizado o marcador de tamanho de DNA de 100bp (pares
de base) na concentracdo de 1ug/uL, aplicado em um “slot” do gel de agarose. O gel foi
visualizado sob luz ultravioleta e fotografado em aparelho de sistema digital L-PIX HE

(Loccus Biotecnologia®, S&o Paulo, Brasil).

4.3.4. PCR em tempo real (qPCR)

4.3.4.1 Realizacdo da Curva Padrao

As culturas foram extraidas utilizando o “kit” DNeasy® Blood & Tissue (Quiagen®)
seguindo as recomendac&o do fabricante. Foi centrifugado um “pellet” de 1x10° de cultura
e L. infantum por cinco minutos a 190 x g, ressuspenso em 200 uL de PBS e adicionado 20
uL de proteinase K, em seguida adicionado 200 uL do tampdo AL e homogeneizado,
adicionado 200 uL de etanol (100%) e novamente homogeneizado. Em seguida o mini
tubo coluna foi identificado e transferido o lisado cuidadosamente para cada tubo sem
atingir a borda, centrifugado a 8000 x g por um minuto, colocado o mini tubo coluna em
outro tubo de coleta (2mL) limpo e descartado o tubo de coleta contendo o derramado,
adicionado 500uL de solucdo AWL1 e centrifugado a 8.000 x g por 1 minuto, colocado o
mini tubo coluna em um tubo de coleta (2mL) e descartado o derramado, adicionado
500uL de solugdo AW?2, centrifugado a 14.000 x g por 3 minutos, colocado o mini tubo
coluna em um tubo Eppendorf (1,5-2mL) e descartado o tubo de coleta contendo o
derramado, adicionado 200 uL de tampdo AE no centro da membrana, incubado por 1
minuto a temperatura ambiente, centrifugado a 8.000 x g por 1 minuto, foi transferido o
que sobrou para os tubos identificados e estocado abaixo de —20°C. No momento de

construir a placa, o extraido foi diluido numa proporcéo de 1:10.
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A curva-padréo relaciona-se as concentra¢des de DNA padrdo, quantidades conhecidas
de DNA, que o software efetua a quantificacdo de DNA alvo nas amostras em teste.
A curva padrdo foi estabelecida com amostras de cultura de L. infantum variando de

1x10°a 0,1 Leishmania.

4.3.4.2 - Amplificacdo de DNA

Apds a extracdo, as amostras foram amplificadas utilizando sistema TagMan® na
plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®). Cada amostra foi realizada em duplicata.

A sonda TagMan® MGB e o PCR foram desenhados para visar as regides
conservadas do KDNA do DNA de L. infantum. Os primers LEISH-1 (5’-AACTTTTCTG-
GTCCTCCGGGTAG-3") e LEISH-2 (5’-ACCCCCAGTT TCCCGCC-3’) e a sonda
TagMan- MGB (FAM- 5’AAAAATGGGTGCAGAAAT- 3’- NFQ -MGB) utilizadas
foram descritos anteriormente no protocolo de Francino et al. 2006*.

As amostras foram amplificadoas na plataforma StepOne™ (The Applied
Biosystems®).

O volume final da reagéo foi de 25 uL, 5 uL de amostras e 20 uL de mix contendo
12,5 uL de Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA),
1,5 uL dos primers LEISH-1 E LEISH-2 a 900 nM e 2,5 uL da sonda a 200 nM.

O protocolo dos ciclos foi: 1 ciclo de 50° C por 2 minutos, 1 ciclo de 95° C por 10
minutos e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 40 ciclos de 60° C por 1 minuto. Em cada
amplificacdo foram usados controles positivos e negativos e o ciclo limiar foi determinado
para cada amostra pela determinacdo do ponto em que a fluorescéncia emitida ultrapassou
o limite considerado negativo. Para o teste de inibicéo, foi repetida toda a técnica da
gPCR, adicionando 5ul de 10° DNA de Leishmania infantum em cada amostra com

resultado negativo.
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5. Resultados

Durante doze meses de trabalho realizado na Ilha da Marambaia, foram capturados
1622 flebotomineos, das quais 684 (42,1%) sdo fémeas e 938 (57,8%) sdo machos.

As coletas ocorreram entre os meses de julho de 2012 a julho de 2013, sendo uma
vez na estacdo chuvosa/ quente e outra na estiagem/ fria e em trés sitios de coletas: regido
peri e intradomiciliar e regido de mata. Manobras militares, periodos de fortes chuvas,
problemas relacionados a transportes e hospedagem implicaram em coletas irregulares.

A espécie N. intermedia, apareceu em maior densidade, com 1017 exemplares
capturados, 0 que representa 62,7% das amostras total, sendo 507 machos (49.8%) e 510
fémeas (50.2%), seguida por M. migonei, com 543 exemplares, representando 33,4% das
amostras, sendo 383 machos (70.5%) e 160 fémeas (29.4%) e por L. longipalpis, que
apareceu em menor nimero quando comparada as demais espécies, com apenas 40
exemplares capturados representando apenas 2.4% das amostras, sendo 34 machos (85%) e
6 fémeas (15%). A espécie P. fischeri teve apenas trés exemplares capturados.

Dentre as espécies coletadas, apenas N. intermedia, L. longipalpis, M. migonei e
P. fischeri apresentam relevancia epidemiolédgica na transmissdo das leishmanioses.
Além dessas espécies, também foram capturadas Brumptomyia sp.(03 fémeas),
Evandromyia edwardsi (03 fémeas), Micropygomia schireiberi (09 machos e 03 fémeas),
Micropygomyia capixaba (1 fémea), as quais, segundo estudos, ainda ndo apresentaram

relevancia no ciclo de transmisséo das leishmanioses (Tabela 1).
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Tabela 1: Relacéo de espécies capturadas na Ilha da Marambaia, cidade de Mangaratiba no
periodo de julho de 2012 a julho de 2013

Espécie Machos % Fémeas % Total %

Nyssomyia intermedia 507 49.8 510 50.1 1017 62.7
Migonemyia migonei 383 70.5 160 29.4 543 334
Lutzomyia longipalpis 34 85 6 15 40 2.4
Pintomyia fischeri 2 66.6 1 333 3 0.18
Micropygomyia capixaba 1 100 1 0.0
Micropygomyia schireiberi 9 75 3 25 12 0.7
Evandromyia edwardsi 3 100 3 0.1
Brumptomyia sp. 3 100 3 0.1
Total 938 684 1622 99.6

Em relacdo aos sitios de captura, houve um predominio da espécie N. intermedia
em regido de peridomicilio (galinheiro), embora esta espécie também tenha sido
capturada em todos os outros pontos de captura. O mesmo observa-se com a espécie M.
migonei, a qual obteve um predominio na ambiente peridomiciliar, porém também foi
capturada em todos os outros pontos. As espécies L. longipalpis, e P. fischeri, embora
capturadas em baixa densidade, também predominaram em ambiente peridomiciliar
(Tabela 2).
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Tabela 2: Relacdo das espécies capturadas em regides de peri e intradomicilio e regido de
mata, na llha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, no periodo de julho de 2012 a julho
de 2013

Espécie Peri Intra Mata

? 3 ? 3 ? 3
Nyssomyia intermedia 477 465 0 11 33 31
Migonemyia migonei 114 234 08 34 38 115
Lutzomyia longipalpis 5 21 13 1
Pintomyia fischeri 1 1 0 1 0 0
Micropygomyia capixaba 1
Micropygomyia schireiberi 3 4 0 0 0 5
Evandromyia edwardsi 3
Brumptomyia sp. 3
Total 604 725 08 59 58 154

Nas areas de praia da llha da Marambaia, a espécie N. intermedia foi abundante

em todos os ecotopos (Tabela 3).

Tabela 3: Total de espécies capturadas nas regides de praia da Ilha da Marambaia,
cidade de Mangaratiba no periodo de julho de 2012 e julho de 2013.

Espécies PV  Caetana Cutuca José Roberto Hotel Sitio Suja
N. intermedia 740 5 60 85 48 23 30 26
M. migonei 106 6 135 94 1 0 201 1
L. longipalpis 26 12 2 0 0 0 0 0
P. fischeri 0 0 0 3 0 0 0 0
M. capixaba 0 0 0 1 0 0 0 0
M. schireiberi 0 0 3 4 0 0 5 0
E. edwardsi 0 0 0 0 0 0 3 0
Brumptomyia sp. 0 0 0 0 0 0 3 0
Total 872 23 197 187 49 23 231 27

Praias: Pescaria Velha, Praia da Caetana, Praia do Cutuca, Praia do José, Praia do Roberto, Praia do Hotel,
Praia do Sitio, Praia Suja

Somente as fémeas de N. intermedia, M. Migonei e L. longipalpis foram

analisadas pelas técnicas PCR. Somando um total de 674 fémeas, 0os “pools”, contendo
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10 amostras cada um, foram agrupados da seguinte maneira: 51 pools de L. intermedia,
16 de L. migoney e 1 de L. longipalpis com apenas 6 exemplares.

Quatro “pools” de N. intermedia (15, 17, 18 e 21) apresentaram produtos de
amplificacdo para o género Leishmania sp. atraves da andlise da técnica PCR convencional
(figura 8). O “pool” contendo L. longipalpis ndo apresentou produto de amplificagdo. As
amostras tiveram suas reacOes de PCR e eletroforese repetidas para confirmacdo do
resultado. Em seguida, as amostras foram submetidas a técnica da PCR em tempo real
(gPCR) (figrua 9). Trés “pools” de N. intermedia (33, 15 e 17) e um de M. migoney (55)
apresentaram produtos de amplificacdo para a espécie Leishmania infantum através da
técnica qPCR. As demais espécies ndo foram analisadas devido ao baixo numero de
amostras capturadas conforme mostra tabela 1. De acordo com o teste de inibicdo realizado
nas amostras negativadas, 11 “pools” contendo a espécie N. intermedia (05, 06, 07,23, 24,
26, 28, 30, 32, 35, 37) e trés contendo a espécie M. migonei (61, 62, 63) ndo apresentaram
amplificagdo para DNA de Leishmania infantum.

Figura 8: PCR convencional: Produtos de amplificagdo para o género Leishmania sp.
realizada em fémeas de flebotomineos.  Amostras 15, 17, 18 e 21 positivas para
Leishmania sp.; 24. Controle negativo, 25. Controle positivo, M. Marcador de peso
molecular.
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Figura 9: PCR tempo real: Curva de amplificagdo para a espécie Leishmania infantum; Ct _ Cycle

Threshold. A amplificacdo mostra 3 fases distintas no processo: (1) linha basal: ndo houve produtos da

PCR suficiente para detectar a fluorescéncia; (2) amplificacdo da curva padrdo (controle positvo)

realizada em triplicata: a quantidade de produtos da PCR aumenta a cada ciclo e (3) amplificacdo das

amostras: cada cor representa uma amostra . Considera-se resultados positivo, a amostra que sofreu
amplificacéo até o Ct 36

Tabela 3: Deteccdo de DNA de Leishmania sp. e Leishmania infantum em espécies de
flebotomineos capturadas na llha da Marambaia, no period de julho de 2012 a julho de
2013

Espécie Fémeas Pools PCR* gPCR**
N. intermedia 510 51 4 3
M. migonei 160 16 - 1
L. longipalpis 6 1 - -

* Pools positivos para Leishmania sp.
** Pools positivos para Leishmania infantum
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5. Discussao

Os resultados deste estudo demonstraram a grande ocorréncia de N.
intermedia, na llha da Marambaia, regido endémica da LVC. Como em grandes areas
endémicas de leishmanioses no municipio do Rio de Janeiro, esta espécie predominou nos
ambientes trabalhados, corroborando sua grande valéncia ecol6gica em ambientes
alterados °’ *® *°. Os resultados obtidos neste estudo sdo concordantes com os obtidos por
Novo et al. 2011°® na mesma regi&o, onde ha o registro da prevaléncia de N. intermedia
sobre L. longipalpis. N. intermedia foi coletado em todas as localizacGes e em todos 0s
ecotopos estudados, mostrando seu alto nivel de importancia na fauna flebotominica na
Ilha da Marambaia. Esta espécie é de grande importancia epidemiolédgica na transmisséo
da leishmaniose tegumentar no Brasil, porém neste estudo, os resultados demonstram que
esta espécie aparece em abundancia nas regides onde estdo sendo notificados casos de
LVC.

Nyssomyia intermedia tem uma distribuicdo conhecida desde o estado do Piaui até

0 do Rio Grande do Sul e do litoral do Brasil ao norte da Argentina e sul da Bolivia,
ocorrendo em areas de clima e atitude bastante diversificados. A faixa de latitudes da
distribuicdo geografica de N. intermedia, conhecida atualmente & um pouco maior que a
citada por Martins e Morales Farias, 1972%, ja que vai de 5°05°21”S (Teresina) a
31°06°25”S (Mostarda, RS), enquanto a referida por estes autores ia de cerca de 9° S a
cerca de 27°S.

No presente estudo, um resultado semelhante foi observado para a espécie M.
migonei, considerado por muitos investigadores como um vetor secundario da LTA no
Brasil. Este resultado corrobora com estudos de Carvalho et al. 2010, onde esta espécie
foi capturada em abundancia em ambiente peridomiciliar com armadilha CDC. Nesse
mesmo estudo, esta espécie foi encontrada naturalmente infectada pela Leishmania
infantum, sendo apontada, portanto, como principal vetora da leishmaniose visceral no
Estado de Pernambuco. Segundo pesquisadores, os critérios defendidos para uma boa
competéncia vetorial de M. migonei estdo de acordo com Killick Kendrick, 1990% e
Lainson & Rangel, 2005%, associados & auséncia da principal espécie incriminada como
vetorada LV, L. longipalpis.

No presente estudo a espécie Pintomyia fischeri teve sua maior densidade em
ambiente peridomiciliar. De acordo com Pita Pereira, 2011°!, esta espécie tem sido

registrada em estados brasileiros do Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Regido Sul.
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Segundo estudos realizados por Aguiar e Medeiros, 2003% e Rangel e Lainson, 2009%,
esta espécie era considerada essencialmente silvestre, porém tem se adaptado a ambientes
peridomésticos desde 1953, tendo sido registrado nas proximidades de habitacbes de
animais domésticos concordando com os achados deste estudo. Lainson, 1983%
considerando a abundancia desta espécie em areas de leishmaniose tegumentar, sugere sua
transmissdo de Leishmania braziliensis entre animais silvestres em &reas florestadas.
Recentemente, P. fischeri foi encontrada naturalmente infectada pela L. braziliensis em
flebotomineos coletados no estado do Espirito Santo, mas os autores necessitam de mais
evidéncias epidemioldgicas para incriminar este flebotomineo como vetor local da

65

leishmaniose tegumentar Existem alguns registros de P. fischeri apresentando

comportamento antropofilico. Entretanto h& algumas discussdes relativas as suas
preferéncias quanto a alimentar-se de cées, aves, ou terem hébitos ecléticos *¢ .

Embora as coletas ndo tenham obedecido a uma rotina mensal de capturas, a
principal espécie incriminada como vetora da leishmaniose visceral, L. longipalpis foi
capturada em densidade relativamente baixa, quando comparada as demais espécies de
importancia epidemiologica encontradas. Esta espécie, até o momento, é incriminada
como principal vetora da LV no Brasil * e, no Estado do Rio de Janeiro esta afirmativa é
baseada em evidéncias epidemioldgicas >,

Soares et al. 2006 e Penha et al. 2006°® * descreveram em estudos realizados na
Ilha de Sdo Luis no Maranhdo que esta espécie foi encontrada em alta densidade em todos
0s meses do ano, e que adapta-se facilmente em ambientes humanos. No Estado do Para,
esta espécie era inicialmente silvestre, e aos poucos foi se adaptando a habitagdes humanas

70772 Estes dados confirmam os achados deste estudo,

localizadas em areas impactadas
no qual L. longipalpis apareceu em maior densidade em ambiente peri e intradomiciliar,
porém sendo capturado apenas nos meses de agosto e outubro.

De acordo com estudos de Marzochi et al. 2009, no momento de primeiro
registro de caso autoctone de leishmaniose visceral no Rio de Janeiro, a fauna
flebotominica predominante no bairro de Bangu era L. longipalpis (97,9%) em altitudes
acima de 100m, enquanto N. intermedia predominou abaixo de 100m. Entretanto, em
pesquisa realizada por Souza et.al. 2003%° na Barra da Tijuca, Jacarepagua e Guaratiba,
onde também ocorriam casos de leishmaniose visceral no mesmo ano, N. intermedia era a
espécie predominante de flebotomineo, enquanto L. longipalpis foi o menos frequente.

Estes resultados, assim como os achados deste estudo, sugerem a participagdo de N.
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intermedia no ciclo de transmissdo da LVC, visto que esta espécie segue todos os critérios
de competéncia vetorial citados por Killick-Kendrick, 1988,

Galati et. al. 1997"* e Souza et. al. 2000 também observaram a auséncia de L.
longipalpis em diferentes areas com ocorréncia de casos humanos autoctones de LV.

A baixa de densidade ou mesmo a auséncia de L. longipalpis talvez possa explicar a
auséncia de casos humanos na érea estudada. Segundo Souza et al. 2003%°, na zona oeste
do municipio do Rio de Janeiro a LVC é encontrada por anos sem o registro de casos
humanos, o que também pode estar relacionado a participacdo de outro flebétomo no ciclo
de transmissdo com habitos alimentares direcionados para 0s cdes e outros animais
domesticos

Esta hipotese pode ser reforcada através de pesquisas que utilizam ferramentas
moleculares, para detectar infeccdo natural ou DNA de Leishmania sp. em
flebotomineos.

A técnica da PCR tem sido utilizada com sucesso no diagndstico de doengas em
seres humanos e animais, devido & sua alta sensibilidade e especificidade *° . Além do
diagnostico em hospedeiros, a PCR também pode ser utilizada na deteccdo de agentes
infecciosos em vetores. Segundo De Bruijn & Barker, 1992*" a presenca de um Gnico
parasita de Leishmania sp. em flebotomineo seria suficiente para sua deteccdo pela
técnica de PCR.

Para a pesquisa de DNA de Leishmania sp. em flebotomineos neste estudo, foram
aplicadas duas técnicas de PCR, a convencional e em tempo real. Em ambas as técnicas
foi possivel detectar material genético do parasito, entretanto, a PCR em tempo real foi
capaz identificar Leishmania infantum, sem a necessidade da utilizacdo de
sequenciamento ou outros procedimentos e em um periodo de tempo reduzido. Isso foi
possivel pela utilizagdo do sistema TagMan® que é baseado no uso de iniciadores e a
sonda de hidrolise desenhados especificamente para regido interna da sequéncia, 0 que
impede a formagéo de produtos inespecificos, e com isso, conferindo alta especificidade
a técnica .

A espécie L. longipalpis foi encontrada naturalmente infectada no estado de Minas
Gerais por Michalski et al. 2011”® e no Estado do Maranh&o por Soares et al. 2010%,
Entretanto, no “pool” analisado neste estudo, ndo foi amplificado DNA de Leishmania
nessa espécie. Essa negatividade pode ser justificada pela utilizacdo de um Unico “pool ”,

aliado ao baixo numero de exemplares capturados para a presente pesquisa.
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A espécie M. migonei apresentou produto de amplificacdo para DNA de
Leishmania infantum através da técnica da PCR em tempo real. Este resultado corrobora
com os estudos realizados por Carvalho et al. 2010*', no Estado de Pernambuco, onde
esta espécie foi encontrada naturalmente infectada e atualmente vem sendo incriminada
como principal vetora da LV neste estado. Segundo os autores, a baixa densidade da
espécie L. longipalpis aliado a deteccdo de DNA de Leishmania em M. migonei
justificam essa suspeita.

Além do estudo realizado em Pernambuco, Missawa et al. 2011’ confirmaram a
participagdo da L. cruzi como vetora da LV no Estado de Mato Grosso.

O resultado mais importante do presente estudo foi o encontro de trés “pools” de N.
intermedia com produtos amplificados de Leishmania infantum pela PCR em tempo real.
Este resultado fortalece a possibilidade de uma nova espécie de flebotomineo atuar como
vetora em é&reas endémicas de LV. Esse achado pode seguir 0s mesmos critérios
defendidos para participacdo da M. migonei no ciclo de transmissdo da LV, entre os
quais, a baixa densidade de L. longipalpis ou a ndo notificacdo de sua presenca e a alta
densidade de N. intermedia, distribuidos em regides da Ilha da Marambaia onde estdo
sendo notificados casos de LVC.

E importante lembrar que para a confirmacio dessa hipotese serdo necessarios que
estudos relacionados a competéncia vetorial como antropofilia, distribuicdo espacial de
acordo com a 4&rea de transmissdo e numero de casos, incidéncia de casos humanos e

infecgdo natural por L. infantum ° 3! %2

sejam realizados.

Em outros dois pools de N. intermedia foi possivel a amplificacdo pela PCR
convencional. Esse resultado sugere que nesses dois casos o material genético seja de L.
braziliensis, visto que N. intermedia € a principal vetora incriminada na transmissdo da

LT no estado do Rio e Janeiro®™ ** "

. Esses “pools” ndo foram amplificados pelo qPCR
especifico de L. infantum.

De acordo com o teste de inibicdo, 11 “pools” de N intermedia e trés de M. migonei
ndo apresentaram produtos de amplificagdo. Este fato pode ser explicado devido a
presenca de inibidores do PCR na identificagcdo do parasito dentro do vetor. De acordo
com Paiva et al. 2007* e Higgins & Azard, 1995% os insetos possuem em seus tecidos
inibidores que podem diminuir a eficiéncia da reacdo de PCR, majoritariamente em
exoesqueleto, cabeca e térax. Neitzke et al. 2008°" justificou a ocorréncia da inibicdo
em seu estudo pela presenca de substancias presentes no conteudo digestorio destes

insetos capazes de diminuir a sensibilidade da PCR. De acordo com Paiva et al. 2007%°; a
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minima quantidade de DNA perdido durante o processo de extracdo em insetos pode
gerar resultados negativos. O uso de fenol/cloforoférmio/alcool isoamilico para o
processo de lavagem das amostras também podem afetar a atividade enzimética da
reacdo do DNA polimerase, segundo Aransay et al. 2000 . Neste estudo, foi utilizado o
kit padronizado pelo IPEC para o processo de lavagem de amostras, entretanto, para o
processo de maceracdo do inseto foi utilizado todo o tecido abdominal do inseto
incluindo contetido digestorio, o que pode justificar a ocorréncia da inibicéo.

Em decorréncia do resultado obtido pelo teste de inibicdo, concluimos que
poderiamos ter obtido um nimero positivo de amostras ainda maiores.

O uso da PCR convencional e em tempo real para detec¢cdo de DNA de Leishmania
sp. em flebotomineos apresenta muitas vantagens, entre as quais a possibilidade de
identificacdo precisa do parasita no inseto vetor com iniciadores especificos, revelando-
se como um instrumento de grande importancia em saude publica.

A deteccdo de DNA de Leishmania infantum em N. intermedia, e sua alta
densidade em regiGes de notificacdo de LVC, associada a baixa densidade de L.
longipalpis e auséncia de casos humanos na regido, reforca a ideia de que uma nova
espécie possa estar atuando como vetora da LVC na regido estudada. Embora este
resultado ndo confirme a sua participacdo no ciclo de transmisséo da LVC, o presente
estudo abre uma nova perspectiva para o conhecimento epidemiolégico e de controle da
LV.
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6. Conclusodes

o A fauna flebotominica da llha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, estado do Rio
de Janeiro apresenta grande diversidade de espécies.
o Nyssomyia intermedia e M. migonei apareceram em grande abundancia quando
comparadas a espécie L. longipalpis.
o As técnicas da PCR convencional e qPCR foram capazes de detectar material
genético de Leishmania sp. e Leishmania infantum respectivamente, em flebotomineos,
revelando-se ferramentas de grande importancia para estudos epidemioldgicos e salde
publica.
o Embora a presenca de material genético de Leishmania infantum na espécie N.
intermedia ndo confirme sua participacdo no ciclo de transmisséo da LVC, ndo podemos

negligenciar o potencial vetorial desta espécie.
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Producéo cientifica

Deteccdo de DNA de Leishmania infantum em Migonemyia migonei e
Nyssomyia intermedia (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) capturados
em area de casos autdctones de leishmaniose visceral canina na llha da

Marambaia, Mangaratiba, RJ

Denise Alves de Lima', Marcos Barbosa de Souza® Monique Paiva Campos?, Sidney da Silva
Alves', Fabiano Borges Figueiredo?

LEscola Nacional de Satde Pablica Sérgio Arouca, Departamento de Ciéncias Bioldgicas ENSP/FIOCRUZ,
Rua Leopoldo Bulhges, 1480, Manguinhos — Rio de Janeiro/RJ CEP 21041-210

2 Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonose em Animais Domésticos do Instituto de Pesquisa
Evandro Chagas IPEC/FIOCRUZ, Avenida Brasil 4.365 — Manguinhos, Rio de Janeiro/ RJ CEP: 21.040-
360

Resumo: A deteccdo de DNA de Leishmania infantum em flebotomineos foi realizada
utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase — PCR - convencional e em tempo
real. Os fleb6tomos foram capturados com armadilha CDC em regido de peri e
intradomicilio e regido de mata, na Ilha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, Estado do
Rio de Janeiro, regido onde estdo sendo notificados casos autdctones de leishmaniose
visceral canina. Foram analisados 56 pools de fémeas de Nyssomyia intermedia, 16 de
Migonemyia migonei, contendo 10 amostras em cada um, 1 de Lutzomyia longipalpis,
contendo apenas 6 amostras. De acordo com a PCR convencional, quatro pools de N.
intermedia apresentaram produtos de amplificacdo para DNA de Leishmania sp. Com a
utilizacdo da PCR em tempo real, trés pools de N. intermedia e 1 de M. migonei
apresentaram amplificacdo para DNA de Leishmania infantum. Este resultado
comprovou que a técnica da PCR em tempo real e convencional sdo eficientes na
deteccdo de material genético de Leishmania sp. em flebotomineos , e reforga a
possibilidade de outras espécies de fleb6tomos, além da L. longipalpis estarem fazendo

parte do ciclo de transmisséo da leishmaniose visceral canina no Brasil.

Palavras chave: Lutzomyia longipalpis, Reacdo em cadeia de Polimerase (PCR),

leishmaniose, Nissomyia intermedia
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Abstract: Detection of Leishmania infantum DNA in sandflies was carried out using the
technique of polymerase chain reaction - PCR - conventional and real-time . Sandflies
were captured with CDC trap region and peri indoors and region of woods in Marambaia
Island , city of Mangalore , State of Rio de Janeiro , where the region are being reported
autochthonous cases of canine visceral leishmaniasis . 56 pools were analyzed female
Nyssomyia intermedia, 16 Migonemyia migonei , 10 samples in each one, and Lutzomyia
longipalpis , containing only six samples. According to conventional PCR , four pools N.
intermedia showed DNA amplification products of Leishmania sp. By using real-time
PCR , the three pools of N. intermedia and 1 M. migonei showed DNA amplification for
Leishmania infantum . This result proved that the PCR technique and conventional real-
time are effective in detecting genetic material of Leishmania sp . in sandflies , and
strengthens the ability of other species of sandflies , than L. longipalpis are part of the

transmission cycle of canine visceral leishmaniasis in Brazil .

Key words: Lutozmyia longipalpis, polymerase chain reaction (PCR), leishmaniasis,
Nyssomyia intermedia
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1. Introducéo

Leishmanioses sdo grupos de doencas enzodticas e zoonoticas causadas por um
parasita protozoario do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
mostrando variedade de graus de especificidade por hospedeiro (Chance, 1985). A
principal forma de transmissdo do parasita para o homem e outros hospedeiros
mamiferos € através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos (Santos et al., 1998). Cées
formam um importante reservatorio domeéstico para o agente etiologico, Leishmania (L.)
infantum chagasi (Marzochi et al.1985), causador da Leishmaniose visceral (LV).

No estado do Rio de Janeiro, a doenga foi registrada pela primeira vez em 1978,
no Municipio do Rio de Janeiro (Marzochi et al., 2009).

Souza e colaboradores descreveram Lutzomyia longipalpis como principal vetor
da LV no Brasil, sendo apontado em seguida por evidéncias epidemioldgicas, como vetor
desta protozoonose no Municipio do Rio de Janeiro. Esta espécie ja havia sido coletada
no Municipio de Mangaratiba e Angra dos Reis, anteriormente a ocorréncia dos
primeiros casos humanos e caninos de LV (Costa Lima, 1932; Araujo Filho et al., 1980;
Souzaet al., 1981).

A espécie L. longipalpis é a mais importante vetora da leishmaniose visceral nas
Américas, e é certamente a Unica espécie de flebotomineo (incluindo as associadas com a
transmissdo do agente etioldgico de leishmaniose tegumentar) que apresenta todos 0s
critérios estabelecidos para uma competéncia vetorial (Killick-Kendrick, 1990),
destacando aqueles que sdo considerados essenciais, como antropofilia, distribuicéo
espacial coincidindo com casos humanos da doenca e infeccdo natural por L. infantum
(Deane, 1956; Lainson e Shaw, 1998; Lainson e Rangel, 2005)

Entretanto, € importante ressaltar que no estado do Mato Grosso do Sul, a LV
também pode ser transmitida por Lutzomyia cruzi e, em Pernambuco, L. migonei esta
sendo incriminado como possivel vetor (Santos et al., 1998; Pita Pereira et al., 2008 ;
Carvalho et al., 2010).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), possibilitou a identificacdo de material genético de Leishmania, mesmo
em quantidades minimas de DNA do parasita (Fu G. et al., 1998). Trabalhos utilizando
essa metodologia tém sido realizados no diagnéstico de leishmanioses (Oliveira et al.
2003; Rodrigues et al. 2002), bem como na identificacdo de reservatorios animais,
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detectando parasitas independentemente de sua abundancia, estagio, local e
transmissibilidade (Perez et al., 1994).

A llha da Marambaia vem apresentando casos de Leishmaniose Visceral Canina
desde 2009, ndo apresentando até 0 momento nenhum registro de casos humanos. Estudos
sobre a deteccdo de DNA de Leishmania sp. em flebotomineos nesta regido ainda nédo
haviam sido realizados. Todavia, 0s inquéritos entomol6gicos tém demonstrado claramente
a presenca de espécies de reconhecida importancia na transmissdo de Leishmania sp.,
como Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia intermedia e Migonemyia migonei (Novo et al.
2011) sendo que em todas elas ja foi encontrado material genético de Leishmania sp. em
outras areas biogeograficas do pais ( Michalsky et al., 2011; Pita-Pereira et al., 2005
;Carvalho et al., 2010).

Tendo em vista a necessidade de estudos nesta regido, bem como a compreensao de
critérios epidemioldgicos o presente estudo teve como objetivo a avaliagdo da fauna
flebotominica da regido em foco e detectar, através de técnicas da PCR convencional e em

tempo real a presenca de DNA de Leishmania infantum.

2. Material e Métodos

Area de estudo - A Ilha da Marambaia (23° 04’ 517 S — 44° 00’ 39” W ¢ 23° 03” 48
S —43° 33’ 96” W) faz parte do conjunto que, incluindo a Restinga, se estende por 42,5km
e situa-se no litoral Sul Fluminense, na cidade de Mangaratiba. Uma descri¢do detalhada

dos aspectos fisiograficos da regido encontra-se em Novo, 2011.

Captura — As coletas iniciaram-se em julho de 2012, encerrando-se em julho de
2013. As capturas foram realizada baseada em metodologia utilizada por Novo et al.
2011

Identificacdo dos Fleb6tomos e Extracdo de DNA — Apds o processo de triagem,
0s especimes capturados foram devidamente identificados segundo Galati, 2003 e
separadas por especies e sexo. Para a identificacdo das fémeas foi utilizada a técnica de
disseccdo. Apds, as amostras foram acondicionado em tubos eppendorf com 10
exemplares cada um, contendo alcool a 70% e encaminhados ao Instituto de Pesquisa

Evandro Chagas para a extracdo do DNA. Para isto, foi utilizado o kit Illustra™ Tissue &
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Cells Genomicprep Mini spin kit (GE Healthcare), seguindo as recomedacfes contidas
no protocolo .

Reacdo em cadeia de polimerase convencional e em Tempo Real — Apos a
extracdo do DNA, as amostras foram submetidas a técnica da PCR. Foram utlizadas as
técnicas PCR convencional (cPCR) e PCR em tempo real (QPCR) . Para a PCR
convencional foi utilizado o par de oligonucleotideos: 5° - (G/C)(G/C)
(CIG)CC(A/C)CTAT(AIT)TTACACCAACCCC - 3’ e 5-
GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA (Degrave et al. 1994) que amplificam um fragmento de
120 pb que corresponde a uma regido conservada do minicirculo do KkDNA (DNA
cinetoplasto) de espécies do género Leishmania sp. Os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese horizontal em geéis de agarose a 2%, impregnado por gelred,
submetidos a uma corrida de 80V por aproximadamente 2h. O volume final foi de 25,0 pl.
Foi utilizado o marcador de tamanho de DNA de 100pb (pares de base) na concentracédo de
1ug/uL, aplicado em um “slot” do gel de agarose. O gel foi visualizado sob luz ultravioleta
e fotografado em aparelho de sistema digital L-PIX HE (Loccus Biotecnologia®, S&o
Paulo, Brasil). Para a gPCR, as amostras foram amplificadas utilizando sistema
TagMan® na plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®). Cada amostra foi realizada
em duplicata. A sonda e os iniciadores foram desenhados para visar as regides conservadas
do DNA de L. infantum. Os iniciadores LEISH-1 (5-AACTTTTCTG-
GTCCTCCGGGTAG-3") e LEISH-2 (5’-ACCCCCAGTT TCCCGCC-3’) e a sonda
TagMan- (FAM- 5’AAAAATGGGTGCAGAAAT- 3’- NFQ -MGB) utilizadas foram
descritos anteriormente no protocolo de Francino et al.2006.

As amostras tambem foram submetidas a quantificagdo do DNA pela plataforma
Qubit® Fluorometric.

Ap0s a realizacdo da técnica da PCR, as amostras negativadas foram submetidas ao

teste de inibicdo, que consiste em repetir toda a reacdo nas mesmas condi¢des, adicionando

05 ul de 10° DNA de Leishmania infantum em cada pool negativo.
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4. Resultados

Durante doze meses de estudo realizado na ilha da Marambaia, foram capturados
1239 espécimes de flebotomineos, das quais 674 foram fémeas e 565 foram machos.

As coletas ocorreram entre 0s meses de julho de 2012 a julho de 2013 em trés sitios
de coletas: regido peri e intradomiciliar e regido de mata. A espécie N. intermedia, foi
capturada em maior densidade com 1017 exemplares. Da espécie M. migonei foram
capturados 543 espécimes e L. longipalpis, apresentou menor densidade, com apenas 40
exemplares capturados. A espécie Pintomyia fischeri teve apenas trés exemplares
capturados.

Todas as fémeas foram analisadas pela técnica PCR convencional e em tempo
real. Somando um total de 684 fémeas, os pools, contendo 10 espécimes cada um, foram
agrupados da seguinte maneira: 51 pools de N. intermedia, 16 de M. migoney e 1 de L.
longipalpis com apenas 6 espécimes.

Quatro pools de N. intermedia (15, 17, 18 e 21) apresentaram produtos de
amplificacdo para o género Leishmania sp. através da analise pela técnica da PCR
convencional (figura 1), enquanto os de L. longipalpis ndo apresentaram amplificacdo. As
amostras tiveram suas reacOes da PCR e eletroforese repetidas para confirmagdo do
resultado. Em seguida, foram submetidas a técnica da PCR em tempo real (QPCR)
(figura2). Trés pools de N. intermedia (33, 15 e 17) e um de M. migoney (55) apresentaram
produtos de amplificacdo para a espécie Leishmania infantum através da técnica gPCR
(tabela 1).

O teste de inibicdo foi realizado com 60 pools, cuja PCR apresentou resultado
negativo. Destes pools, 42 sdo de N. intermedia e 18 de M. migoney. De acordo com este

teste, 14 pools ndo sofreram amplificacdo, sendo 11 de N. intermedia e trés de M. migonei.



DI ORGHITY™™ 25

M 125135 s o BS e V6L TG CR o 19y U 2 1 22

1. PCR convencional: Produtos de amplificagdo
para 0 género Leishmania sp. realizada em
fémeas de flebotomineos. Amostras 15, 17, 18 e
21 positivas para Leishmania sp.; 24. Controle
negativo, 25. Controle positivo, M. Marcador de
peso molecular

(2 egsnunen2n8802888448

2 PCR real time: Curva de amplificagdo para a
espécie Leishmania infantum; Cr_Cycle Threshold.
A amplificacdo mostra 3 fases distintas no
processo: (1) linha basal: ndo houve produtos da
PCR suficiente para detectar a fluorescéncia; (2)
amplificacdo da curva padrdo (controle positvo)
realizada em triplicata: a quantidade de produtos
da PCR aumenta a cada ciclo e (3) amplificagéo
das amostras: cada cor representa uma amostra .
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Considera-se resultados positivo, a amostra que
sofreu amplificacéo até o Ct 36

Tabela 1: Deteccdo de DNA de Leishmania sp. e Leishmania infantum na Ilha da Marambaia

Espécie Fémeas Pools PCR* gPCR**
N. intermedia 510 51 4 3
M. migoney 160 16 - 1
L. longipalpis 6 1 - -

* Pools positivos para Leishmania sp.
** Pools positivos para Leishmania infantum

5. Discusséo

A técnica da PCR tem sido utilizada com sucesso no diagnostico de doengas em
seres humanos e animais, devido a sua alta sensibilidade e especificidade (Rodgers et al.,
1990; Silva et al., 2011). Além do diagnostico em hospedeiros, a PCR também pode ser
utilizada na deteccdo de agentes infecciosos em vetores. Segundo De Bruijn & Barker,
(1992) a presenca de um unico parasita de Leishmania sp. em flebotomineo seria
suficiente para sua deteccao pela técnica de PCR.

Para a pesquisa de DNA de Leishmania sp. em flebotomineos neste estudo, foram

aplicadas duas técnicas de PCR, a convencional e em tempo real. Em ambas as técnicas
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foi possivel detectar material genético do parasito, entretanto, a PCR em tempo real foi
capaz identificar Leishmania infantum, sem a necessidade da utilizacdo de
sequenciamento ou outros procedimentos e em um periodo tem tempo reduzido. Isso foi
possivel pela utilizacdo do sistema TagMan® que é baseado no uso de iniciadores e a
sonda de hidrolise desenhados especificamente para regido interna da sequéncia, 0 que
impede a formac&o de produtos inespecificos, e com isso, conferindo alta especificidade
a técnica (Heid et al. 1996).

Dentre as trés espécies de flebotomos analisadas neste estudo, L. longipalpis é a
principal vetora incriminada na transmissdo da leishmaniose visceral no Brasil. Esta
espécie foi encontrada naturalmente infectada no Estado de Minas Gerais por Michalski
et al. 2011 e no Estado do Maranhdo por Soares et al. 2010. Entretanto, no pool
analisado, ndo foi amplificado DNA de Leishmania nessa espécie. Essa negatividade
pode ser justificada pela utilizacgdo de um Unico pool, aliado ao baixo nimero de
exemplares capturados para a presente pesquisa.

A espécie M. migonei apresentou produto de amplificacio para DNA de
Leishmania infantum através da técnica da PCR em tempo real. Este resultado corrobora
com os estudos realizados por Carvalho et al. 2010, no Estado de Pernambuco, onde esta
espécie foi encontrada naturalmente infectada e atualmente vem sendo incriminada como
principal vetora da LV. Segundo os autores, a baixa densidade da espécie L. longipalpis
aliado a deteccdo de DNA de Leishmania em M. migonei justificam essa suspeita.

Aléem do estudo realizado em Pernambuco, Missawa et al. 2011 confirmaram a
participacdo da L. cruzi como vetora da LV no Estado de Mato Grosso.

O resultado mais importante de nosso estudo foi o encontro trés pools de N.
intermedia com produtos amplificados de Leishmania infantum pela PCR em tempo real.
Este resultado fortalece a possibilidade de uma nova espécie de flebotomineo atuar como
vetora em areas endémicas de LV. Esse achado pode seguir oS mesmos critérios
defendidos para participacdo da M. migonei no ciclo de transmissdo da LV, entre o0s
quais, a baixa densidade de L. longipalpis ou a ndo notificacdo de sua presenca e a alta
densidade de N. intermedia.

N&o podemos esquecer que para a confirmacdo dessa hipotese serdo necessarios
que estudos relacionados a competéncia vetorial como antropofilia, distribuicdo espacial
de acordo com a area de transmisséo, incidéncia de casos humanos e infecgdo natural por
L.infantum (Deane, 1956; Lainson e Shaw, 1998; Lainson e Rangel, 2005) sejam

realizados.
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Em outros dois pools de N. intermedia foi possivel a amplificacdo pela PCR
convencional. Esse resultado sugere que nesses dois casos o material genético seja de L.
braziliensis, visto que N. intermedia € a principal vetora incriminada na transmisséo da
leishmaniose tegumentar no estado do Rio e Janeiro (Rocha et al. 2010; Aguiar et al.
1996; Souza et al. 2009). Esses pools ndo foram amplificados pelo gPCR especifico de
L. infantum

De acordo com o teste de inibicdo, onze pools de N intermedia e trés de M. migonei
ndo apresentaram produtos de amplificacdo. Este fato pode ser explicado devido a
presenca de inibidores do PCR na identificagdo do parasito dentro do prdprio inseto. De
acordo com Paiva et al. 2007 e Higgins & Azard, 1995 0s insetos possuem em seus
tecidos inibidores que podem diminuir a eficiéncia da reacdo de PCR, majoritariamente
em exoesqueleto, cabeca e torax. Neitzke et al. 2008 justificou a ocorréncia da inibicdo
em seu estudo pela a presenca de substancias interferentes presentes no contetdo
digestorio destes insetos capazes de diminuir a sensibilidade da PCR. De acordo com
Paiva et al. 2007, a minima quantidade de DNA perdido durante o processo de extracao
em insetos pode gerar resultados negativos. No estudo presente, para 0 processo de
lavagem das amostras ndo foi utilizado fenol/cloforoférmio/alcool isoamilico, reagentes
que segundo Aransay et al. 2000 agem como inibidores que podem afetar a atividade
enzimatica do DNA polimerase, entretanto, para o processo de maceracdo do inseto foi
utilizado todo o tecido abdominal do inseto incluindo contetdo digestorio, o que pode
ter provocado a ocorréncia da inibigéo.

Em decorréncia do resultado obtido pelo teste de inibicdo, concluimos que
poderiamos ter obtido um nimero positivo de amostras ainda maiores.

O uso da PCR convencional e em tempo real para detec¢cdo de DNA de Leishmania
sp. em flebotomineos apresenta muitas vantagens, entre as quais a possibilidade de
identificacdo precisa do parasita no inseto vetor com iniciadores especificos, revelando-
se como um instrumento de grande importancia em saude puablica.

A deteccdo de DNA de Leishmania infantum em N. intermedia, associada a baixa
densidade de L. longipalpis e auséncia de casos humanos na regido, reforca a ideia de que
uma nova espécie possa estar atuando como vetora da LVC na regido estudada. Embora
este resultado ndo confirme a sua participacédo no ciclo de transmissdo da LV, o presente
estudo abre uma nova perspectiva para o conhecimento epidemiolégico e de controle da
LV.
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