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RESUMO

As leishmanioses sdo protozoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania, as quais sao transmitidas pela picada de insetos pertencentes a familia
Phlebotominae (Diptera: Psychodidade). A leishmaniose tegumentar americana é
notificada no Distrito Federal, mas seus transmissores ainda s&o desconhecidos. O
objetivo deste trabalho foi pesquisar a infecgdo natural por Leishmania por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em flebotomineos capturados na Regido
Administrativa de Sobradinho, nas localidades de Boa Vista e Fercal. Foram
capturadas as espécies Lutzomyia whitmani (89%), Lutzomyia bacula (7%)
Lutzomyia davisi (3%) e Lutzomyia termitophila (1%). O maior percentual de
flebotomineos foi encontrado no peridomicilio (58%). A reacdo em cadeia da
polimerase teve resultado negativo para a presenca de Leishmania nos exemplares
capturados. E provavel que possa estar havendo transmissdo peridomiciliar e que

Lutzomyia whitmani seja o principal vetor.

Palavras-chave: Lutzomyia, epidemiologia, leishmaniose tegumentar

americana, Distrito Federal.



ABSTRACT

Leishmaniasis is caused by protozoan of the genus Leishmania which are
transmitted by the bite of insects belonging to the family
Phlebotominae (Diptera: Psychodidade). Cutaneous leishmaniasis is reported in the
Federal District, but their transmitters are still unknown. The objective of this study
was to investigate the natural infections by Leishmania by polymerase chain reaction
(PCR) in sand flies in the Sobradinho Administrative Region, in the localities of Boa
Vista and Fercal. Species were captured Lutzomyia whitmani (89%), Lutzomyia
bacula (7%), Lutzomyia Davis (3%) and Lutzomyia termitophila (1%). The highest
percentage ofsand flies were found in peridomicile habitats (58%). The
polymerase chain reaction was negative for the presence of Leishmania in
specimens captured. It is possible that there may be transmission and peridomicile

Lutzomyia whitmani is the main vector.

Key - words: Lutzomyia, epidemiology, leishmaniasis , Federal District.
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1 INTRODUCAO

As ocorréncias dos casos humanos de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) crescem devido a diversos fatores, e na maioria das situagdes,
a acdo antrdpica esta diretamente relacionada a esse aumento.

Os desmatamentos com fins de assentamentos populacionais, garimpos,
abertura de novas rodovias, e expansao agropecuaria, favorece a degradacao
ambiental e também a exploracdo dos recursos naturais, que por sua vez, acaba
por impactar a vida da populacdo (1), onde o homem acaba inserido no ciclo
silvestre da leishmaniose.

No inicio, a doenca era comum em individuos que trabalhavam na
exploracao florestal, mas com o aumento do fluxo migratério da populacdo houve
alteracdo no equilibrio bioecoldgico da doenca, levando a expansdo da endemia
para regides periurbanas. Assim, a leishmaniose tegumentar americana
apresenta diferentes padrdes epidemiologicos, caracterizados conforme a
transmissdo: silvestre com ocorréncia em areas de vegetacdo primaria,
constituindo uma zoonose de animais silvestres; ocupacional com transmissao
associada a exploracdo das florestas; e periurbana que ocorre em centros
urbanos associada as matas secundarias com adaptacdo do vetor ao
peridomicilio e intradomicilio (2).

Nesse contexto social importante, a leishmaniose tegumentar americana
inicialmente costumava acometer pessoas simples e de poder aquisitivo baixo,
residentes em zona rural.

Ainda hoje, os individuos do sexo masculino em idade produtiva sdo os
mais susceptiveis, 0 que ocasiona Serios prejuizos a economia do pais, pois
muitos trabalhadores se afastam de seus servicos devido as limitagdes fisicas,
sendo vitimas do preconceito causado pelo aspecto mutilante e desfigurante das
suas lesdes, além do envolvimento psicolégico com a doenca (2, 3, 4, 5).

A LTA é uma doenca crbnica de infeccdo ndo contagiosa, que tem como
agentes etioldgicos diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania,
gue acometem pele e mucosas (5).

Esta € uma doenca zoondtica, que pode atingir secundariamente ao
homem (6). A transmissao dos parasitos entre seus reservatorios primarios e,

acidentalmente, para o homem, é feita durante a hematofagia das espécies de
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flebotomineos vetores (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) (7,8). A fauna de
flebotomineos de uma determinada area sofre a influéncia de algumas variaveis,
entre as quais se destacam o indice pluviométrico e a relativa disponibilidade de
alimentos que podem servir de atrativo (9). A LTA € uma enfermidade de alta
incidéncia em muitas areas tropicais e subtropicais do mundo, constituindo em
varios paises da América Latina um grave problema de saude publica (10).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera as leishmanioses
como uma das seis mais importantes doencas infecciosas, devido seu alto
coeficiente de infeccdo e capacidade de produzir deformidades. Atualmente
estima-se que mais de 350 milhdes de pessoas em 88 paises ao redor do mundo
estejam em areas de risco (11).

Ao analisar a evolucdo da doenca no Brasil observa-se uma expanséao
geografica. No inicio da década de 1980, foram registrados casos autéctones em
19 Unidades Federadas (UF), ja em 2003 a autoctonia foi confirmada em todas
as UFs do pais; sendo que, no ano de 2008, foram registrados 19.542 casos, no
qual, a regido Norte contribuiu com o 86 casos por 100.000 habitantes, e o
Centro-Oeste 37,5 casos por 100.000 habitantes (12).

Como j& foram encontradas evidéncias de transmissdo autéctone da
doenca no Distrito Federal (DF) (14, 15, 16, 17), este estudo propde a
identificacdo dos insetos vetores da LTA e também a constatacdo se 0s mesmos
estdo infectados pelo protozoario Leishmania.

Tradicionalmente, os estudos acerca das taxas de infeccdo natural dos
flebotomineos por Leishmania sdo realizados a partir da visualizacéo
microscopica do tubo digestivo do inseto dissecado ou pelo isolamento do
parasito in vivo ou in vitro. No entanto, estes procedimentos possuem uma baixa
precisdo de dados, ja que possuem pouca eficacia e sensibilidade, além de
gastar muito tempo.

Portanto, o desenvolvimento de métodos diferenciados para a identificacéo
dos parasitos nos vetores € relevante tanto para estudos epidemiolégicos como
entomoldgicos. Recentes trabalhos apontam a reacdo em cadeia da polimerase -
PCR (Polymerase Chain Reaction) como um método molecular de grande
importancia para estas pesquisas (18).

A base desta reacdo € a replicagdo in vitro, onde se obtém o
enriqguecimento de um fragmento especifico de DNA por meio de sua duplicacdo
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de modo exponencial. Esta técnica € tdo sensivel que uma Unica molécula de
DNA pode, teoricamente, servir de molde para a amplificagcdo, podendo
posteriormente ser visualizada, por eletroforese em gel de agarose corado com
brometo de etidio (18).

Esta técnica vem sendo utilizada por véarios estudiosos tanto na deteccéo
do RNA ou DNA do parasito (19) para diagnosticos em humanos (20, 21), caninos
(22), e em flebotomineos (23, 24, 25, 26).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A leishmaniose tegumentar americana acompanha o homem desde a
antiguidade. indios do Peru pré-colombiano que trabalhavam com ceramica
representaram em seus huacos lesfes muito semelhantes as encontradas nessa
moléstia. Em 1908, Tamayo, parece ter sido o primeiro a identificar as lesées dos
huacos como a doenca conhecida no Peru com o nome de uta, isto €,
leishmaniose cutaneo-mucosa.

Posteriormente, por meio de estudos de paleomedicina, foram descobertas
mumias com lesGes de pele e mucosas caracteristicas da leishmaniose (27). Ja
no Brasil, as primeiras descricbes datam de 1917, onde Rabello relata ter
encontrado referéncias de uma viagem feita pelo Frei Don Hipolito Sanchez
Rangel de Fayos y Quir@s, desde Tabatinga-AM até o Par4, verificando mencao a
presenca da doenca nas regibes da Amazonia desde o ano de 1827 (28).

Em 1895, Breda descreveu-a com a observacao de italianos que haviam
retornado de Sao Paulo (29). No mesmo ano, Moreira, identifica no Brasil a
existéncia do botdo endémico dos paises quentes, sendo denominado botdo da
Bahia (30).

No inicio do século, por volta de 1905, com o inicio da construcao da
estrada de ferro Noroeste, surge no Estado de Sdo Paulo, na regido de Bauru,
uma epidemia de Ulceras cutaneas, que posteriormente davam lugar a
localizagdes mucosas, sendo principalmente encontradas entre 0s operarios que
trabalhavam na estrada de ferro.

Foi Lindenberg, em 1909, que identificou os corpusculos de Leishman
Wright, sendo esse achado confirmado também por Carini e Paranhos (31).
Miranda, em 1910, descreve o primeiro caso da forma mucosa em Sao Paulo, e,
no mesmo ano, Splendore encontra o parasito em lesées mucosas. Em 1911,
Pedroso e Silva obtém culturas de Leishmanias (6).

Na atualidade a leishmaniose cutanea é encontrada nas Américas,
Europa, Africa e Asia, constituindo um problema de satde publica (32).

O Brasil apresenta nos ultimos anos um processo de expansdo da doenca
em todas as regifes, tanto em areas notoriamente endémicas, como incidéncia
em novas areas, caracterizada ndo sO pelo aumento expressivo no namero de

casos, mas também por apresentar uma importante difusdo espacial (33). O
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namero de casos confirmados chegou a 490.606, no periodo de 1980 a 2001,
namero provavelmente subestimado devido as dificuldades e falhas relativas a
notificacdo compulsoéria no Brasil (34). Com esses valores o pais esta entre os
cinco com a maior incidéncia de casos, destacando-se as regibes Norte,
Nordeste e Centro-Oeste (35).



19

3 A LEISHMANIOSE TEGUMENTAR NO DISTRITO FEDERAL

Esta zoonose tem apresentado nos ultimos 20 anos um largo crescimento
e dentre as cinco regides brasileiras, a Regidao Centro-Oeste figura como a
terceira em incidéncia e a primeira em crescimento da doenca (36).

No ano de 1980, estudos relataram o primeiro caso autéctone de LTA em
uma crianca de dois anos procedente da Regido Administrativa Nucleo
Bandeirante e que nunca havia saido do DF (37). Apés isso, em 1999 foram
notificados 11 novos casos (38).

Em 2003 ocorreu um surto da doenga com 31 casos autdctones, sendo 27
notificados na Regido Administrativa de Sado Sebastido. Nos anos de 2003, 2004
e 2005 o numero de casos notificados de acordo com os dados do Ministério da
Saude foram respectivamente de 31, 57 e 26. Ja nos anos de 2006, 2007 os
nameros foram de 50 e 35, respectivamente ocupando o 3° e 4° lugares na série
historica, periodo cuja ocorréncia da doenca esteve mais amplamente distribuida.

Em 2008 foram registrados 37 casos. No periodo de 2009, o numero de
casos notificados foi 44 e em 2010 um total de 69 notificagcOes, ressaltando a
provavel autoctonia da LTA no Distrito Federal (39).

O numero de casos e dados dos coeficientes de deteccado da leishmaniose
tegumentar americana (Figura 1) e indicadores epidemiologicos (Tabela 1) por

numero de habitantes nos anos de 2007 a 2010 sdo mostrados abaixo.
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Figura 1 Numero de casos e coeficientes de detec¢cdo da leishmaniose
tegumentar americana por 100.000 habitantes, no Distrito Federal, Brasil. Fonte:
Sistema de informacdo de agravos e notificacao/Secretaria de Vigilancia em
Saude/Ministério da Saude - SINAN/SVS/MS
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Tabela 1 - Dados epidemiologicos atuais da leishmaniose tegumentar americana no

Distrito Federal, Brasil. Fonte: Sistema de informacéao de agravos de notificagéo - SINAN

Ano
Informacdes sobre a LTA no Distrito Federal 2007 2008 2009 2010

N° total de casos confirmados notificados ao ano. 71 37 44 69

% de casos residentes em outros estados. 43% 40,5% 25% 27,5%
N° casos novos residentes no

DF, diagnosticados no ano. 35 20 30 36
N° casos autdctones 10 3 3 13
Coeficiente de deteccao 100.000hab. 0,42 0,15 0,11 0,5

3.1 GEOGRAFIA DO DISTRITO FEDERAL

O Distrito Federal esta localizado na latitude 15°47°27” Sul e longitude 47°
52'55” Oeste e possui uma area de 5.801,937 km? com altitude média de 1.100
metros. Seu relevo € caracterizado pela presenca de todos os tipos de vegetacao
que o cerrado normalmente engloba: matas ciliares; cerrado propriamente dito
com pequenos arbustos e arvores retorcidas; cerradao, vegetacdo de transicao
entre o cerrado e a mata, e os campos, onde predominam as gramineas (40).

A fauna existente é asseguradamente muito rica. Dos vertebrados, os mais
conhecidos sdo as espécies comuns do cerrado, como lobo-guara, o tucano e
raramente, a onca. Dentre as suas caracteristicas, € reconhecida como a savana
mais rica do mundo em biodiversidade, possuindo varias espécies exclusivas e
um grupo de insetos muito abundante (40).

O clima predominante é do tipo tropical de savana e temperado chuvoso,
com duas estacdes do ano bem definidas, verdo e inverno, sendo o primeiro
chuvoso e o0 segundo seco e a temperatura média é de 20,5T (69°F). O periodo
chuvoso tem duracdo de seis meses (de outubro a margo) sendo que 0s meses
de maior pluviosidade sdo novembro, dezembro e janeiro. A precipitacdo média
anual é de 1.578,5 mm e a umidade relativa do ar € baixa, variando entre 25%
durante o inverno e 68% no verao (40).

O solo da regido é pobre em nutrientes, mas rico em ferro e aluminio. A

fertilidade natural é baixa e a cor predominante é vermelha amarelada. De antiga
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formacao, a superficie do solo tem pouca capacidade de absorver 4gua, porém,
abaixo dele ha uma grande reserva da mesma.

O Distrito Federal é dividido em 30 Regides Administrativas (RA) oficiais:
Plano Piloto, Gama, Taguatinga, Brazlandia, Sobradinho, Sobradinho I,
Planaltina, Paranoa, Nucleo Bandeirante, Ceilandia, Guara, Cruzeiro,
Samambaia, Santa Maria, Agrovila Sdo Sebastidao, Recanto das Emas, Lago Sul,
Lago Norte, Riacho Fundo, Riacho Fundo I, Candangolandia, Aguas Claras,
Varjao, Jardim Botanico, Sudoeste/Octogonal, Park Way, Setor Complementar de
IndUstria e Abastecimento (Estrutural), Setor de Industria e Abastecimento (SIA),
Itapoa e Vicente Pires (Figura 2).

Sobradinho
Brazlandia

Planaltina

Paranod
5ao Sebastido

Gama Santa Maria

b
Figura 2 Regides Administrativas do Distrito Federal. Fonte: Secretaria de
Turismo do Distrito Federal - SETUR

3.2 CARACTERISTICAS DO CICLO DE LEISHMANIA

A leishmaniose tegumentar americana é caracterizada como uma doenca
infecto-parasitaria que tem como agentes etiolégicos diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania, que acometem pele e mucosa podendo
apresentar diferentes formas clinicas (41). Seus reservatorios primarios sao
animais silvestres e ocasionalmente esta doenca afeta o homem (42).

Estes parasitos possuem a seguinte posi¢cao taxonémica (43):
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Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Sub-reino: PROTOZOA Goldfuss,1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg & Balamuth, 1963
Sub-filo: MASTIGOPHORA Desing,1866

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, Vickerman, 1976
Sub-ordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doflein,1901, Grobben, 1905
Género: LEISHMANIA Ross, 1903

O género Leishmania compreende parasitos protozoarios, com um ciclo de
vida digenético (heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros
vertebrados e insetos vetores, estes Ultimos sendo responsaveis pela
transmissdo dos parasitos de um mamifero a outro.

Nos hospedeiros mamiferos, representados na natureza por varias ordens
e espécies, incluindo marsupiais, roedores, desdentados, carnivoros e primatas,
0s parasitos assumem a forma amastigota, arredondada e imovel, que se
multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario. A
medida que as formas amastigotas vao se multiplicando, os macréfagos se
rompem liberando parasitos que séo fagocitados por outros macrofagos.

Nos flebotomineos a Leishmania vive no meio extracelular, na luz do trato
digestivo. Ali, as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto sangiineo,
diferenciam-se em formas flageladas denominadas promastigotas (44).

Atualmente aceita-se classificar as Leishmanias que infectam o homem
em complexos fenotipicos, agrupados em dois subgéneros, cada um englobando
vérias espécies (45). O subgénero Viannia que inclui o complexo braziliensis,
guyanensis, lainsoni e naifie o subgénero Leishmania que inclui o complexo
mexicana mexicana, infantum, amazonensis, enrietii, hertigi (7).

No Brasil, os agentes etiologicos da LTA de importancia médica e
entomoldgica pertencem a 6 diferentes espécies do subgénero Leishmania e
Viannia: L.(L.) amazonensis, L.(V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L.(V.) shawi,
L.(V.) naiffi e L.(V.) lainsoni, e frequentemente produz lesdes em areas expostas

do corpo, como membros, pescoco e face (46).
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3.3 BIOLOGIA GERAL DOS FLEBOTOMINEOS

Os fleb6tomos encontram-se distribuidos por todas as regides faunisticas
do globo. Mas, como ocorre com muitos outros insetos, as diferentes partes da
superficie da terra sdo habitadas por diversas espécies. Isto pode se dar, dentre
varios fatores e ndo exclusivamente, pela diversidade climatica.

Os flebotomineos sdo raros em regides muito frias e ocorrem em regides
temperadas durante os meses quentes. Mas € nas regides tropicais que Sao
encontrados em maior niumero de espécies e em abundancia durante o ano todo
(47).

Algumas espécies de flebétomos vivem em associacdo intima com o
homem e animais domeésticos, nas proximidades ou, mesmo no interior de suas
habitacdes. Alguns outros sdo encontrados em pequenas matas ou capoeiras,
podendo, contudo, frequentar as habitacbes humanas casualmente. Geralmente
nao se afastam muito de seus criadouros, mesmo podendo se deslocar por até 1
km a maioria ndo vai além de 250 m (48).

Os flebotomineos existentes no Novo Mundo pertencem a Classe Insecta,
Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Géneros
Lutzomyia (Franca, 1924), Brumptomyia (Franca e Parrot,1921) e Warileia
(Herting, 1940). Enquanto no Velho Mundo s&o conhecidos os Géneros
Phlebotomus (Rondani & Berté, 1840), Sergentomyia (Franca e Parrot, 1920) e
Chinius (Leng, 1987). As espécies de importancia médica pertencem aos géneros
Lutzomyia e Phlebotomus.

S&o conhecidos pela sua atividade crepuscular, e, geralmente, comegcam
a abandonar seus abrigos ao entardecer, mas a atividade se torna maxima apos
o por do sol, assim permanecendo durante algumas horas. A medida que a noite
avancga a atividade diminui. Entretanto, conforme observagodes realizadas (49, 50,
51), esses insetos também podem ser vistos em atividade durante o dia.

Nos ambientes naturais podem ser encontrados em lugares como
estabulos, galinheiros, chiqueiros, canis, tocas de animais silvestres, e também
no interior de habitages humanas. Popularmente sdo conhecidos como mosquito
palha, asa branca, birigui, cangalha, dependendo da regiao (52).

S&o insetos que medem de 1,5 a 3 milimetros de comprimento, possuindo

0 corpo revestido por pélos de coloracdo clara, como cor de palha ou castanho
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claro. Seus vbos sao curtos e baixos, caracterizando-se por um aspecto saltitante
(53).

Tanto as fémeas (Figura 3) como os machos podem alimentar-se de seiva
e sucos vegetais, porém somente as fémeas sdo hematofagas obrigatérias. Estas
apresentam uma cabeca pequena e alongada, fortemente fletida para baixo, o
gue o confere um aspecto giboso (corcunda). Seu aparelho bucal é do tipo
picador-sugador, composto por um par de mandibulas, um par de maxilas e labio

inferior, cuja goteira dorsal serve de estojo para as pecas bucais (54).

Figura 3 Fémea de flebotomineo adulta, ingurgitada. Fonte: Brasil, 2007

Seus palpos maxilares sdo compostos por cinco segmentos. No assoalho
da cavidade bucal tém estruturas quitinizadas providas de dentes e denticulos
quitinosos.

O sangue ingerido serve de fonte de proteinas e aminoacidos para
estimular o desenvolvimento ovariano. O numero de ovos produzidos esta
diretamente relacionado a quantidade de sangue ingerido (54), sendo que a
postura varia de 40 a 70 ovos depositados em lugares umidos e com matéria
organica (55, 56).

O inseto pode completar um ciclo de ovo até a forma adulta em cerca de
30 a 40 dias e seu periodo de vida na forma adulto pode chegar a 30 dias.

No momento da postura os ovos sdo brancos, alongados e medem cerca

de 0,3 mm, passando depois a uma coloracdo castanha ou negra. As larvas
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vermiformes alimentam-se de matéria organica do solo e apds 15 a 70 dias
formam-se as pupas que atingirdo a maturidade em 1 a 2 semanas (57).

Cerca de 900 espécies estao distribuidas pelos continentes. Nas
Américas, das 470 espécies conhecidas, 60 sédo reconhecidas como vetoras em
potencial.

As vetoras reconhecidas apresentam distribuicdo geogréfica que coincide
com a doenca, sao antropofilicas, existem em alta densidade, tém contato com
reservatorios, infectando-se e transmitindo o parasito. Ja as vetoras em potencial
sdo capturadas em areas endémicas, geralmente em simpatria com as demais,
porém até o momento, ndo foram encontradas infectadas naturalmente.

Existem evidéncias de que as interacbes entre os flebotomineos e as

Leishmanias (58, 59) possuam um carater espécie-especifico (Tabela 2).

Tabela 2 - Relacdo de vetores da leishmaniose tegumentar americana e as respectivas

Leishmanias infectantes, distribuidas no Brasil

Vetor Leishmania

Lutzomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942) L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

Lutzomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) L. (V.) guyanensis
L.(V.) shawi
Lutzomyia umbratilis (Ward e Frahia, 1977) L. (V.) guyanensis
Lutzomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912) L. (V.) braziliensis
Lutzomyia wellcomei (Shaw e Lainson, 1971) L. (V.) braziliensis
Lutzomyia migonei (Franga, 1920) L. (V.) braziliensis
Lutzomyia ubiquitalis (Mangabeira, 1942) L.(V.) lainsoni

Embora ndo comprovadas como vetoras, Lutzomyia neivai (Pinto, 1926) e
Lutzomyia fischeri (Pinto, 1926), tém sido encontradas com certa frequiéncia no
peridomicilio de &reas com transmisséo da doenca (60).

Vale ressaltar que o papel vetorial de cada espécie dependera da espécie
de Leishmania presente no intestino, e que cada espécie de Leishmania
apresenta particularidades concernentes as manifestacdes clinicas, padrdes

epidemiologicos, distribuicdo geografica e até mesmo a resposta terapéutica (61).
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4 OBJETIVOS

41  OBJETIVO GERAL

Estudar as espécies de flebotomineos incidentes em area do Distrito

Federal e sua eventual infeccao natural por Leishmania.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar a presenca dos vetores da leishmaniose tegumentar americana
em trés pontos de coleta na Regido Administrativa de Sobradinho no Distrito

Federal, onde ocorreram casos de LTA;

2. Identificar a diversidade da fauna flebotominica coletada na Regido

Administrativa de Sobradinho no Distrito Federal, com ocorréncia da doenca;

3. Determinar a distribuicho mensal das espécies capturadas na regiao

Administrativa de Sobradinho no Distrito Federal

4. Verificar os ecotopos de maior ocorréncia de flebotomineos nas areas

estudadas.
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5 METODOS
5.1 LOCAIS DE CAPTURA

Os insetos utilizados neste trabalho foram capturados pela executora do
projeto que obteve informacdes sobre os locais de coleta com o auxilio da equipe
da Diretoria de Vigilancia Ambiental da Secretaria de Saude do Distrito Federal.

Os pontos de coleta disponibilizados pela equipe sdo baseados em
relatérios fornecidos pelo Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacao
(SINAN), onde o critério utilizado é a presenca de residéncias em locais provaveis
de infeccdo (LPI). O Distrito Federal possui areas de risco, com vetores
especificos para cada localidade (Figura 4).

As coletas dos flebotomineos foram realizadas com periodicidade mensal,
durante trés noites consecutivas no periodo de marco de 2009 a marco de 2010
nas localidades de Boa Vista e Fercal, pertencentes a Regido Administrativa de
Sobradinho (Figura 5).

O Laboratério de Dermatomicologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e o
Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Biologia Celular da

Universidade de Brasilia foram parceiros na triagem e analise dos insetos.
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Figura 4 Mapa do Distrito Federal mostrando areas de risco para leishmaniose

tegumentar americana e leishmaniose visceral. Pontos em azul caracterizam
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areas de captura do flebotomo L. whitmani; em laranja do fleb6tomo L.
longipalpis; em verde do flebétomo L. intermedia; em rosa do fleb6tomo L.
flaviscutelata. Os pontos menores em vermelho sdo casos registrados e
confirmados de LTA. Fonte: Sistema de Informacdo Territorial e Urbana do

Distrito Federal - SITURB com adaptacdes
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Figura 5 Mapa mostrando os locais de captura de flebotomineos na Regido
Administrativa de Sobradinho, localidades de Boa Vista e Fercal, Distrito Federal,

Brasil. Fonte: Companhia de Planejamento do Distrito Federal - CODEPLAN com

adaptacdes

5.2 TECNICA DE CAPTURA

Para capturar os fleb6tomos, foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo
CDC (Center for Disease Control) (1, 62, 63) alimentadas com baterias de 12
volts cada (Figura 6).

As armadilhas luminosas automaticas CDC foram instaladas ao entardecer
e permaneceram ligadas ininterruptamente das 18 as 8 horas da manha seguinte,
a uma distancia de até 1,5 metros do solo. Em todos os pontos de coleta foram
colocadas de trés a cinco armadilhas, distribuidas no peridomicilio (galinheiro,

aprisco e chiqueiro), cerrado e intradomicilio (dormitorio e sala); o numero de
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armadilhas por estacéo de coleta foi variavel concernente ao niumero de ecotopos
existentes em cada local de captura.

Neste tipo de armadilha utilizada os insetos sdo atraidos pela luz e
pousam no tecido da mesma, neste momento ocorre a captura por meio de
aspiracdo, que é feita através de um pequeno ventilador para dentro do tecido do
capturador.

O material coletado foi transportado ao Laboratorio de Dermatomicologia
da Universidade de Brasilia, devidamente acondicionado em isopor preenchido

com gelo para a conservagcao do mesmo.

Figura 6 Fotografia de armadilha luminosa tipo CDC utilizada para a captura de
flebotomineos na localidade de Boa Vista, Regidao Administrativa de Sobradinho,

Distrito Federal, Brasil. Fonte: acervo particular

53 DISSECCAO DE FLEBOTOMINEOS E EXTRACAO DO DNA DE
LEISHMANIA

Primeiramente, os flebotomineos foram separados de outros insetos, e em
seguida separados em grupos de fémeas e machos.

As fémeas, alvo desta pesquisa, foram submetidas a disseccdo das
espermatecas (64) em Lupa Forty Spencer modelo 591714 e a identificacao das
espécies foi concluida em Microscopio Optico Zeizz Axiolab com aumento de
400x.
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Com a identificacdo das espécies finalizada, os insetos foram separados
em grupos contendo de 5 até 10 exemplares fémeas pertencentes a mesma
espécie, totalizando 42 tubos.

Os flebétomos ficaram acondicionados em tubos eppendorf, preservados
em salina e congelados a -20 °C em freezer exclusivo até a sua utilizagao.

Para a extracdo do DNA de Leishmania, os flebotomineos foram colocados
inteiros em tampéao de lise (200 mM NacCl, 100 mM TrisHCL, pH) 8,5, 5mM EDTA,
0,2% dodecil sulfato de sédio - SDS e agua miliQ) e incubados a 56 C° overnight
com 12.5 mg/ml de proteinase K.

No dia seguinte, os fleb6tomos permaneceram no calor de 95C° por 10
minutos para inativar a proteinase K, passando por um breve resfriamento em
banho de gelo. Para a precipitacdo do SDS, foi adicionado acetato de potassio na
concentracéo final de 1molar (M).

Em seguida foram incubados em gelo por 1 hora, centrifugados a 13.000
RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi removido para novos tubos, onde 650ul
de isopropanol foram acrescentados e os tubos foram invertidos por 20x.

Novamente foram centrifugados a 13.000 RPM, por 10 minutos. Nesta
etapa o sobrenadante foi descartado e os tubos submetidos a centrifugacéo por
30 segundos. O restante do liquido foi mais uma vez descartado com muito
cuidado para que os “pellets” contidos no fundo dos tubos ndo fossem
movimentados.

Ao material restante foi adicionado 150ul de etanol 70% com nova etapa
de centrifugagéo a 13.000 RPM, por tempo de 10 minutos.

O sobrenadante foi removido e os “pellets” foram acondicionados no fluxo
da capela por aproximadamente 10 minutos para aceleracdo no processo de
secagem. Os sedimentos foram ressuspendidos em 50 ul de agua miliQ e
incubados a 37°C por 30 minutos com agitacdo ocasional. A concentracéo de
DNA de cada amostra foi medida no Nano Drop e as amostras foram

conservadas novamente a -20°C (24).

5.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Trata-se de uma técnica descrita por Kary Mullis nos anos 80, que

revolucionou a genética molecular por permitir a rapida clonagem e a analise do
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DNA. E um método in vitro rapido e versatil para a amplificacio de seqiiéncias -
alvo de DNA definidas, presentes em uma preparacdo de DNA. Geralmente, o
meétodo € programado para permitir a amplificacdo seletiva de uma sequéncia-
alvo de DNA especifica a partir de DNA total previamente extraido (65).

Para a deteccdo da infeccdo de flebotomineos por Leishmania, foram
utiizados os seguintes iniciadores para a realizagdo da PCR: 150 5'-
GGG(GIT)AGGGGCGTTCT (C/G)CGAA-3' e 152 5-(C/G)(CIG)(CIG)(AIT)CTAT
(A/ITYTTACACCAACCCC-3 dirigidos para a regido conservada do minicirculo de
kKDNA de Leishmania gerando um produto de 120 pb (66).

A reagdo foi realizada em um volume final de 20ul, sendo composta por
4ml de DNA gendmico, Tampéao para PCR 1X (Invitrogen); 1mM de cada primer;
1,5mM MgCI2; 200mM de cada dNTPs e 1U de Taq DNA polimerase. A
amplificacdo das amostras aconteceu nas seguintes condi¢cdes térmicas:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos com
temperatura de desnaturacdo de 94°C por 1 minuto, ligacdo dos iniciadores a
61°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 30 segundos e uma extensao final a
72°C por 10 minutos. Como controle positivo foi utilizado DNA de Leishmania
(Viannia) braziliensis extraido de cultura de formas promastigotas em meio
Schnneider, identificada por PCR na presenga de enzima de restricdo BSR I.

Como controle negativo utilizou-se agua ultrapura sem a adicdo de DNA.

5.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese em gel de agarose é um método simples e eficiente que
permite separacdo, identificacdo e purificacdo de moléculas de DNA. As
moléculas sao separadas pela da migracéao de particulas no gel, com a aplicacéao
de uma diferenca de potencial elétrico, onde as moléculas de menor massa
migram mais rapido. A adicdo de corante fluorescente, que se intercala entre as
bases do DNA, e o uso de radiacao ultravioleta permitem a visualizacdo e a
fotografia (67).

A concentracao do gel utilizado neste trabalho foi de 1,5%. Na preparagéo
foi utilizado 1,35g de agarose (Uniscence) em 90 ml de Tris-acetato (TAE 01X pH

8,0), aquecido em microondas até dissolucdo da agarose, apos esta etapa houve
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a adicdo de 5 gotas de brometo de etidio, corante fluorescente que se intercala
entre as bases do DNA.

A solucéo foi despejada no suporte e levou em média 15 minutos para
solidificar. Em seguida o suporte com o gel foi colocado na cuba de eletroforese,
adicionado tampéo TAE 1X até cobrir a superficie do gel, a voltagem aplicada foi
de 60V por um tempo aproximado de 50 minutos.

A visualizacdo foi realizada em aparelho especifico sob luz ultravioleta

(UV), transluminador (Vilber Lourmat) e fotodocumentada.
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6 RESULTADOS

6.1 ESTUDO ENTOMOLOGICO

Durante as excursoes realizadas no periodo de marco de 2009 a marco de
2010 foram capturados, nas trés &reas trabalhadas Boa Vista (Sitio Copaiba) e
Fercal (casa 1 e casa 2), 513 exemplares de flebotomineos, sendo 426 fémeas
(83%) e 87 machos (17%), conforme mostra a Figura 7.

Flebotomineos

m Fémeas

B Machos

Figura 7 Distribuicdo percentual de flebotomineos fémeas e machos capturados
no periodo de marco de 2009 a marco de 2010, na Regido Administrativa de
Sobradinho, localidades de Boa Vista (Sitio Copaiba) e Fercal (casa 1 e casa 2),
Distrito Federal, Brasil

Desse total (513 exemplares), foram identificadas 04 espécies: Lutzomyia
whitmani (Figura 8), Lutzomyia bacula (Martins, Falcdo & Silva, 1965) (Figura 9),
Lutzomyia davisi (Root, 1934) (Figura 10), e Lutzmoyia termitophila (Martins,
Falcdo & Silva, 1964) (Figura 11) (62). As espermatecas estdo representadas
abaixo com as respectivas identificagdes.
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Figura 8 Espermateca dissecada da fémea de Lutzomyia whitmani,
fotodocumentada em Microscopio Optico Zeizz Axiolab com aumento de 400x.
Coleta realizada na localidade da Fercal (casa 1) na Regidao Administrativa de

Sobradinho, Distrito Federal, Brasil Acervo particular

Figura 9 Espermateca dissecada da fémea de Lutzomyia bacula,
fotodocumentada em Microscopio Optico Zeizz Axiolab com aumento de 400x.
Coleta realizada na localidade de Boa Vista na Regido Administrativa de

Sobradinho, Distrito Federal, Brasil. Acervo particular
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Figura 10 Espermateca dissecada da fémea de Lutzomyia davisi,
fotodocumentada em Microscopio Optico Zeizz Axiolab com aumento de 400x.
Coleta realizada na localidade da Fercal (casa 2) na Regidao Administrativa de

Sobradinho, Distrito Federal, Brasil. Acervo particular

Figura 11 Espermateca dissecada da fémea de Lutzomyia termitophila,
fotodocumentada em Microscopio Optico Zeizz Axiolab com aumento de 400x.
Coleta realizada na localidade de Boa Vista na Regido Administrativa de

Sobradinho, Distrito Federal, Brasil. Acervo particular.

Do total de fémeas capturadas (426), 379 (89%) foram da espécie
Lutzomyia whitmani, 29 (7%) Lutzomyia bacula, 13 (3%) Lutzomyia davisi e 05

(19%) Lutzmoyia termitophila (Figura 12).
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Flebotomineos fémeas por
especie
B Lutzomyia whitmani

B Lutzomyia bacula

I Lutzomyia davisi

B Lutzmoyia termitophila

Figura 12 Distribuicdo percentual de flebétomos fémeas identificadas por espécie.
Coletas realizadas na Regido Administrativa de Sobradinho: localidades de Boa
Vista (Sitio Copaiba) e Fercal (casa 1 e casa 2), no periodo de marco de 2009 a

marco de 2010, Distrito Federal, Brasil

Do total de machos coletados 87 (17%), 62 (71%) foram da espécie
Lutzomyia whitmani, 22 (25%) Lutzomyia bacula, 02 (3%) Lutzomyia davisi e 01

(1%) Lutzmoyia termitophila (Figura 13).

Flebotomineos machos por
especie

B Lutzomyia whitmani
B Lutzomyia bacula
 Lutzomyia davisi

B Lutzmoyia termitophila

Figura 13 Distribuicdo percentual de fleb6tomos machos identificados por espécie.
Coletas realizadas na Regidao Administrativa de Sobradinho: localidades de Boa
Vista (Sitio Copaiba) e Fercal (casa 1 e casa 2), no periodo de marco de 2009 a

marco de 2010, Distrito Federal, Brasil
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Durante o periodo das coletas, foram capturadas 04 espécies de
flebotomineos em trés locais diferentes. Na localidade de Boa Vista (Sitio
Copaiba), foram capturadas as espécies Lutzomyia whitmani em numero total de
342, Lutzomyia termitophila representada por 05 insetos, Lutzomyia bacula em
namero de 28 e Lutzomyia davisi com 13 individuos. Na localidade Fercal casa 1
foram capturadas as espécies Lutzomyia whitmani com 16 representantes e
Lutzomyia bacula com apenas 01 flebotomineo. Fercal foi capturada uma Unica
espécie, Lutzomyia whitmani representada por 21 exemplares, na casa 2 (Tabela
3).

Tabela 3 - Distribuicdo do numero total e percentual de fémeas de flebotomineos,
separadas por local de coleta e espécies encontradas. Foram utilizados trés pontos de
coleta (Boa Vista, Fercal casa 1 e Fercal casa 2) na Regido Administrativa de

Sobradinho, Distrito Federal, Brasil

Localidades
Boa Vista Fercal
Espécies BoaVista % Casal % Casa2 % Total %
L. whitmani 342 90,2 16 42 21 56 379 100
L. termitophila 5 100 - - - - 5 100
L. bacula 28 9,6 1 34 - - 29 100
L. davisi 13 100 - - - - 13 100

O percentual de flebotomineos coletados na localidade de Boa Vista
(Sitio Copaiba) foi o maior de todos os locais de captura, onde todas as espécies
foram representadas. A espécie Lutzomyia whitmani representou 90,2%,
Lutzomyia termitophila 100%, Lutzomyia bacula 96,6% e Lutzmoyia
(Psycodopigus) davisi 100%. No ponto de coleta Fercal casa 1, duas espécies
foram encontradas, a espécie mais frequente foi Lutzomyia whitmani 4,2%,
seguida por Lutzomyia bacula 3,4%. E no terceiro local de captura na Fercal casa
2, a espécie Lutzomyia whitmani 5,6% foi a Unica encontrada.
As coletas realizadas no peridomicilio, intradomicilio e cerrado estéo
expostas na Figura 14. Abaixo a percentagem de flebotomineos capturados em
cada ecotopo (Tabela 4).
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Ecotopos de coleta

H Peridomicilio
H Cerrado

i Intradomicilio

Figura 14 Percentuais de fémeas de Lutzomyia whitmani, Lutzomyia bacula,
Lutzomyia davisi e Lutzomyia termitophila capturadas nos diferentes ecétopos no
periodo de marco de 2009 a marco de 2010. Coletas realizadas na Regido
Administrativa de Sobradinho, nas localidades de Boa Vista e Fercal no Distrito

Federal, Brasil

Tabela 4 — Distribuicdo percentual de fémeas de flebotomineos capturadas por ecotopos
trabalhados no periodo de marco de 2009 a margo de 2010, nas localidades de Boa
Vista e Fercal, na Regido Administrativa de Sobradinho no Distrito Federal, Brasil

Espécie Galinheiro  Cerrado  Aprisco Chiqueiro  Domicilio Total
L. whitmani 26,0% 25,0% 17,0% 13,2% 18,8% 100%
L. termitophila 80,0% 20,0% 0% 0% 0% 100%
L.bacula 24,1% 0% 34,5% 13,8% 27,6% 100%
L. davisi 23,1% 15,4% 23,1% 7,6% 30,8% 100%

A distribuicAo mensal das capturas foi variada, havendo uma prevaléncia
muito alta no més de setembro, fato atipico para esta época do ano, ja que no

Distrito Federal figura como més de seca (Figura 15).
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Figura 15 Dados da distribuicdo mensal dos flebotomineos coletados no
periodo de marco de 2009 a marco de 2010, na Regido Administrativa de
Sobradinho, nas localidades da Boa Vista (Sitio Copaiba), Fercal (casa 1 e casa

2), Brasilia, Distrito Federal, Brasil

6.2 CONCENTRACAO DE DNA E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A concentracdo do DNA de Leishmania extraido dos flebotomineos
capturados foi mensurada pelo espectofotbmetro Nano Drop com comprimento
de onda entre 220 a 750nm. Abaixo a representacdo das concentracdes por tudo

de insetos (Tabela 5).

Tabela 5 - Tubos numerados contendo pool de 5 a 10 fémeas de flebotomineos da
mesma espécie e suas respectivas concentracdes medidas no espectofotdmetro
NanoDrop. Coletas realizadas nas localidades de Boa Vista e Fercal, Regido

Administrativa de Sobradinho, Distrito Federal, Brasil

Tubo Concentracao Tubo Concentracao
1 8,2 ng 22 4,0 ng
2 9,5 ng 23 9,2 ng
3 5, ng 24 3,1ng
4 3,7 ng 25 2,9ng
5 10,4 ng 26 9,9 ng
6 12,6 ng 27 5,6 ng



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

9,8 ng
4,0 ng
2,2 ng
11,9 ng
13,1 ng
2,4 ng
9,1 ng
5,2 ng
2,8 ng
10,3 ng
2,0 ng
6,6 ng
10,5 ng
6,0 ng
13,7 ng

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

2,0 ng
9,3 ng
9,9 ng
5,8 ng
17,8 ng
15,3 ng
7,8 ng
10,8 ng
7,0 ng
7,3 ng
4,2 ng
5,6 ng
3,0 ng
18,7 ng
7,2 ng

40

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada em todas as fémeas de

flebotomineos capturadas, as quais foram separadas em pool contendo de 5 a 10

individuos separados por data e local de coleta, totalizando 42 tubos de

flebotomineos.

As reac0Oes foram repetidas duas vezes para aumentar a fidedignidade dos

testes.

Todos os resultados foram negativos para a presenca do protozoario

Leishmania nos insetos vetores analisados (Figuras 16, 17, 18, 19).
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Figura 16 Reacdo em cadeia da polimerase para o género Leishmania realizada
em fémeas de flebotomineos, capturadas na localidade de Boa Vista na Regido
Administrativa de Sobradinho. Letra “M” marcador de peso molecular. Letra “C+”
controle positivo (DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis). Linhas: 1 a 8 fémeas
de Lutzomyia whitmani. Letra “B” controle negativo (tubo sem adicdo de DNA)

M C+ 9 10 11% 19 TSSNEERSIETER GRS O 20 21 22 2

120 pb

Figura 17 Reacdo em cadeia da polimerase para o género Leishmania realizada
em fémeas de flebotomineos capturadas na localidade de Boa Vista e Fercal
casa 2 na Regido Administrativa de Sobradinho. Letra “M” marcador de peso
molecular. Letra “C+” controle positivo (DNA de Leishmania (Viannia)
braziliensis). Linhas: 9 a 23 fémeas de Lutzomyia whitmani. Letra “B” controle

negativo (tubo sem adicdo de DNA)
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Figura 18 Reacao em cadeia da polimerase para o género Leishmania realizada
em fémeas de flebotomineos, capturadas na localidade de Boa Vista e Fercal
casa 1 na Regido Administrativa de Sobradinho. Letra “M” marcador de peso
molecular. Letra “C+” controle positivo (DNA de Leishmania (Viannia)
braziliensis). Linhas: 24 a 26 fémeas de Lutzomyia davisi, linhas 27 a 33 fémeas
de Lutzomyia bacula, linhas 34 a 40 fémeas de Lutzomyia whitmani. Letra “B”

controle negativo (tubo sem adicao de DNA)

120 pb

Figura 19 Reacdo em cadeia da polimerase para o género Leishmania realizada
em fémeas de flebotomineos, capturadas na localidade de Boa Vista na Regido
Administrativa de Sobradinho. Letra “M” marcador de peso molecular. Letra “C+”
controle positivo (DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis). Linhas: 41 fémeas
de Lutzomyia termitophila e 42 fémeas de Lutzomyia bacula. Letra “B” controle

negativo (tubo sem adicdo de DNA)
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7 DISCUSSAO

Com o passar dos anos, a cobertura vegetal vem sendo devastada,
impugnando ao desequilibrio ecoldgico; e o crescente desaparecimento das
florestas deu lugar ao aparecimento do fenémeno chamado de “urbanizacdo de
vetores”. Com isso houve uma alteracdo na condicdo de exposicdo do homem a
determinadas doencas, a exemplo da leishmaniose tegumentar americana,
levando a expansédo dessa endemia para regides periurbanas e urbanas (1).

Na década de 50, houve registro na diminuicdo do numero de casos
notificados de LTA, que suspeita-se tenha sido devido a falta de fornecimento do
antimonial pentavalente e o vinculo do fornecimento deste a notificacdo dos
casos; entretanto nos Ultimos vinte anos constatou-se um significativo
crescimento na expansdo geografica e magnitude da doenca, antigamente
associada quase exclusivamente ao contato dos individuos com a mata.

Ao final da década de 80, verificou-se adaptacfes dos vetores aos
ambientes urbanos e a periferias de grandes centros, hoje podendo ser
encontrados em peridomicilio, e até mesmo no intradomicilio (68).

Quanto a distribuicdo mensal, tem-se conhecimento que a maioria das
espécies de flebotomineos tende a aumentar a densidade nos meses mais
guentes e umidos, apesar da existéncia de espécies que se mostraram mais
numerosas nas epocas secas e frias, a exemplo de Lutzomyia whitmani que foi a
mais capturada neste estudo e Lutzomyia termitophila, encontrada apenas nessa
época (8).

Sabe-se que as mudangas no microclima, como o aumento da umidade
relativa do ar, aumento das temperaturas, a possivel alteracdo nas taxas de
evaporacao e de evapotranspiracdo podem favorecer a proliferacdo de insetos
(69). Este fator pode ter contribuido para a diferenca apresentada nas coletas
realizadas entre os meses de agosto e setembro, onde no primeiro ndo houve
capturas e no segundo existiu um aumento significativo de insetos coletados.

No més de agosto de 2009 a soma da precipitacdo foi de 72,5 milimetros e
a do més de setembro foi de 50,5 milimetros, o que leva a crer, pelo

conhecimento do ciclo de vida dos flebotomineos, que estes nao foram coletados
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no més de agosto, pois estavam em fase de reproducgéo, levando no més de
setembro, a esse aumento de exemplares capturados.

As capturas foram realizadas na Regido Administrativa de Sobradinho em
trés pontos de coleta, abrangendo as localidades de Boa Vista e Fercal. Estas
areas foram escolhidas para o desenvolvimento deste estudo, pois sao
consideradas locais provaveis de infeccdo (LPI) em relatérios baseados nas
informacdes fornecidas pelo Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo do
Distrito Federal (SINAN), dados estes disponibilizados para este trabalho pela
equipe da Diretoria de Vigilancia Ambiental da Secretaria de Saude do Distrito
Federal.

Dos 513 exemplares de flebotomineos capturados, 426 eram fémeas e 87
eram machos. Esses dados corroboram aos encontrados por outros estudos,
onde a maioria das coletas referencia um nimero maior de fémeas que machos
(70). Isto pode ocorrer devido a varios fatores, a exemplo dos ecotopos de coleta,
onde existe a disponibilidade de repasto sanguineo.

Lutzomyia whitmani, espécie mais encontrada neste estudo, é considerada
vetor da Leishmania (Viannia) braziliensis no Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e
Sul do pais, sendo também um vetor de Leishmania (Viannia) shawi no Norte (6,
71) e de Leishmania (Viannia) guyanensis na Amazonia (71).

Pesquisa recente vem corroborar com o achado do presente estudo, onde
esta espécie foi predominante em todas as localidades e ambientes trabalhados,
ressaltando assim, sua importancia como transmissor da Leishmania (Viannia)
braziliensis no DF (72).

Esta € uma espécie de flebotomineo com vasta distribuicdo na América do
Sul (64) e na regido Centro-Oeste sua antropofilia ja foi demonstrada por estudos
realizados (73). Pesquisas entomoldgicas realizadas no Estado de Mato Grosso
apresentaram varias listas de flebotomineos entre as quais, Lutzomyia whitmani
foi considerada em processo de domiciliacao, particularmente pela sua adaptacéo
a habitats mais diversificados ou menos especializados (74).

A alta freqliiéncia desta espécie encontrada neste estudo, tanto em abrigos
animais (56,2%) como também no intradomicilio (18,8%), sugere um processo de
domiciliacdo (75) fato este também encontrado por Loiola (76). Como € uma
espécie oportunista e possui ecletismo alimentar, acaba ajustando seus habitos a

disponibilidade de hospedeiros nos ambientes antrépicos (74).
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A distribuicdo de Lutzomyia whitmani nos diferentes ecotopos estudados
reflete que o entendimento sobre a cadeia de transmissao e seus diferentes perfis
eco-epidemiologicos sdo de suma importancia para direcionar as acdes de
controle da doenca que mais se adaptem a situacao local (77).

Restrito as regides Norte, Centro-Oeste e Sul, Lutzomyia bacula, até o
momento parece nédo ter sido incriminada como transmissora da doenca (78).
Porém, seu achado em dois dos trés pontos de coleta (Boa Vista e Fercal casa
1), e sua distribuicdo em praticamente todos os ecotopos vem a sugerir que deva
ser dada uma atencao especial a esta espécie.

O unico ponto de coleta onde ndo encontrada foi em area de cerrado, que
supostamente, possui menor proporcdo de atrativos para repasto sanguineo do
que em relacéo aos outros locais, que possuem animais e até mesmo o homem
como fonte alimentar.

Diferentemente, Lutzomyia davisi possui um provavel potencial vetorial
(79), conforme achados da ocorréncia de infeccdo natural por Leishmania em
localidades com ocorréncia da LTA, tais como Paragominas (Pard), Monte
Dourado (Para) e Serra do Navio (Amapa). Corroborando com estes estudos,
outro trabalho sem duavida chama a atencdo onde foram encontrados quatro
exemplares com flagelados no tubo digestivo, e em dois deles foi possivel
confirmar, pela identificacdo por anticorpos monoclonais, a infeccéo natural por L.
(Viannia) braziliensis (9).

Estes dados vém consubstanciar a suspeita de que este flebotomineo
possa estar envolvido na transmissdo da LTA determinada por Leishmania
(Viannia) braziliensis, e também, por Leishmania (Viannia) naiffi, nas regifes
Norte, Nordeste e Centro-Oeste, onde esta espécie € encontrada com certa com
frequéncia (9, 80).

Apesar de ser uma espécie eclética, chama atencgéo a sua frequéncia no
ambiente intradomicilar (30,8%), fato relatado neste trabalho, dado este que
difere dos resultados encontrados por Carvalho e colaboradores (72), onde sua
presenca foi relatada em ambientes naturais.

O Lutzomyia termitophila foi encontrado até o momento, nas regides Norte,
Nordeste, Centro Oeste e Sudeste, porém no DF seu registro é recente (72).

Neste estudo sua presenca foi relatada no galinheiro (80%) e no cerrado

(20%), informacdes que se apdiam em outro estudo realizado no DF, onde em
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um total de 186 flebotomineos coletados, 56 foram no galinheiro e 38 no cerrado
(72).

Os estudos sobre sua ecologia e biologia sdo muito escassos em todo o
pais, provavelmente porque até o presente momento ndo existe conhecimento
sobre o seu papel na manutencdo do ciclo da LTA. Mesmo sendo sugerido o
desconhecimento de registros de sua infeccdo por Leishmania, a sua presenca
em locais de areas de transmissdo, sobretudo proxima as residéncias e junto a
vetores conhecidos da LTA, conduz a necessidade de pesquisar seu potencial
papel como transmissor da leishmaniose.

Na regido de Sobradinho, local escolhido para as coletas deste trabalho,
as espécies mais frequentes de flebotomineos com importancia entomoldgica
relevante sdo Lutzomyia whitmani e Lutzomyia longipalpis, sendo a primeira
relatada e discutida neste estudo. A segunda espécie, contudo, nao foi
encontrada no presente trabalho, mas sua importancia deve ser referida por se
tratar do principal vetor da Leishmaniose Visceral (LV) no DF, diagnosticada
como autoctone no ano de 2004 (72).

O Distrito Federal, entretanto, apresenta outros fleb6tomos de importancia
meédica, a exemplo da espécie Lutzomyia flaviscutellata, ndo observada neste
estudo, porque esta espécie € encontrada nas Regifes Administrativas de
Planaltina e Gama. Pesquisas realizadas no DF indicam que este inseto é
coletado em ambientes de cerrado, realizando seu repasto sanguineo em
pequenos roedores, 0 que indica sua manutencdo no ciclo da LTA na
transmissao de Leishmania (Leishmania) amazonensis (81).

As caracteristicas ecologicas e climaticas de cada regido influenciam no
ciclo biolégico e nos habitos dos flebotomineos, com isso as a¢cbes antropicas
que norteiam as alteragcdes do meio ambiente podem contribuir no processo de
urbanizacao da LTA.

Apesar da técnica de reacdo em cadeia da polimerase ser sensivel ao
ponto de detectar a presenca de 0,6 parasitos por tubo de reacdo (82), neste
estudo, todos os resultados dos 42 tubos com pool de fémeas de flebotomineos
foram negativos. Este resultado foi semelhante ao encontrado por Neitzke e
colaboradores (24) em pesquisa no estado do Parana.

Porém, outras pesquisas realizadas usando a mesma metodologia que a

estabelecida para o desenvolvimento deste trabalho, demonstraram positividade
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para infec¢ao natural dos insetos vetores da leishmaniose tegumentar americana
(83,84).

Fatores como contaminacdes no material de laboratorio empregado na
técnica de PCR podem ser descartadas pelo cuidado do manuseio de reagentes
e pela repeticdo de todas as reagdes, subsidios estes que oferecem a seguranca
de que possivelmente ndo houve contaminagcdo no procedimento, pela
inexisténcia de bandas inespecificas no gel de agarose e também pela clareza do
controle positivo.

As concentragbes de DNA encontradas foram muito variaveis e algumas
delas ficaram abaixo do valor estipulado (10 ng) e isto pode ter interferido no
resultado da técnica de PCR. A extracao foi feita segundo protocolo preconizado
por Paiva e colaboradores (24), que realizam estudos de padronizacdo da
conservacao dos espécimes de flebotomineos, extracdo do DNA da Leishmania e
infecgao natural dos mesmos.

N&o se pode descartar também a hipdtese de que realmente nenhum dos
exemplares estivesse de fato infectado, pois nos ultimos dois anos ndo houve
relato de casos humanos nas localidades escolhidas para a realizagdo das
capturas deste estudo.
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8 CONCLUSAO

Na Regido Administrativa de Sobradinho, nas localidades Boa Vista e
Fercal, foram capturas as espécies Lutzomyia whitmani, Lutzomyia bacula,
Lutzomyia davisi e Lutzomyia termitophila.

Lutzomyia whitmani foi a espécie mais capturada, sendo encontrada em
ambiente peridomiciliar e intradomiciliar, diferentemente da espécie Lutzomyia
termitophila que predominou no peridomicilio, particularmente em galinheiros.

A espécie que ocorreu em praticamente todos os meses do ano,
apresentando uma distribuicdo sazonal praticamente equilibrada foi Lutzomyia
whitmani.

O emprego de apenas um método de coleta e o numero restrito de pontos
para as capturas evidenciou que o numero de exemplares coletados precisa ser
expandido para contemplar em uma pesquisa futura outras localidades do Distrito
Federal.

Apesar de nao ter havido relato de infeccdo natural em nenhum dos
flebotomineos coletados e ainda que os requisitos de incriminacdo vetorial ndo
tenham sido atendidos, a elevada densidade populacional de Lutzomyia whitmani
em areas de transmissado da leishmaniose tegumentar americana no Distrito
Federal e sua frequéncia no peridomicilio e intradomicilio, sdo fatores que

evidenciam a potencialidade vetorial desta espécie.
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Espécie: L. whitmani — 8; L. termitophila — 9; L. bacula — 10; L. davisi — 11.
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Resumo
A leishmaniose tegumentar americana € notificada no Distrito Federal, mas sua

forma de transmissao ainda é desconhecida. Foram capturadas em Sobradinho-
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DF fémeas de L. whitmani (89%), L. bacula (7%) L. davisi (3%) e L. termitophila
(1%). O maior percentual de flebotomineos foi encontrado no peri-intradomicilio
(77%). A reacdo em cadeia da polimerase teve resultado negativo para a
presenca de Leishmania nos exemplares capturados. Conclue-se que possa
estar havendo transmissao peri-intradomiciliar e que L. whitmani seja o principal

vetor.

Palavras — chaves: Flebotomineos, transmisséo, Leis  hmaniose Tegumentar

Americana.

Abstract

Cutaneous leishmaniasis is reported in the District Federal, but its transmission is
still unknown. Were captured at Sobradinho DF female L. whitmani ( 89%), L.
bacula ( 7%), L. davisi (3%) and L. termitophila (1%). The highest percentage of
sandflies werefound in peri-home (77%). The polymerase chain reaction was
negative for the presence of Leishmania in the specimens captured. Concludes
that there may be peri-home and L. whitmani is the main vector.

Key - Words: Lutzomyia, transmission, American Tegu mentary

Leishmaniasis

Introducao

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) representa um grave
problema de saude publica no Brasil pela sua incidéncia em todos os estados,

morbidade, mutilacdes e, algumas vezes, letalidade para o doente.

Os padrdes epidemioldgicos de transmissao sdo: silvestre com ocorréncia

da doenca em areas de vegetacdo primaria constituindo uma zoonose de animais
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silvestres; ocupacional, associada a exploracdo das florestas, e outros
ecoturismo; e periurbana que ocorre em centros urbanos e esta associada as

matas secundarias com adaptacao do vetor ao peri e intradomicilio.

A transmissdo da LTA ao homem ocorre durante a hematofagia dos
flebotomineos vetores (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)®, sendo o controle
destes uma das medidas de prevencao da doenca.

Ha mais de 20 anos existem relatos de casos de LTA procedentes do
Distrito Federal (DF) *°, mas pouco se sabe sobre os elementos da cadeia de
transmissdo da doenca. Este estudo visa confirmar a presenca das espécies de

flebotomineos no DF, e verificar sua infeccéo por Leishmania.

Métodos

Este estudo foi desenvolvido na Regido Administrativa de Sobradinho, nas
comunidades da Fercal (casa 01 e casa 02) e Boa Vista (Sitio Copaiba), no
periodo de marco de 2009 a abril de 2010. Em todos os pontos de coleta foram
colocadas de trés a cinco armadilhas luminosas do tipo CDC (Center on Disease
Control), distribuidas no cerrado, peridomicilio (galinheiro, chiqueiro e aprisco) e
intradomicilio (dormitorio e sala) durante trés noites a cada més.

Os fleb6tomos capturados foram transportados ao Laboratorio de
Dermatomicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, onde
foi realizada selecdo para posterior dissecacdo das espermatecas das fémeas
para classificacdo e identificacdo, conforme critérios estabelecidos por Young e
Duncan (1994)*.

Nesta pesquisa, foram analisadas 426 fémeas de fleb6tomos distribuidas

nas espécies L. whitmani, L. bacula, L. davisi e L. termitophila. As mesmas foram
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separadas em pools de 5 a 10 exemplares da mesma espécie para a extracdo de
DNA que foi realizada segundo protocolo desenvolvido por Paiva e colaboradores
5.

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foram utilizados os primers
5'GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA3'e5'(G/C)(G/C)(G/C)(AIT)CTAT(A/T)TT
AC CAACCCC3'. O volume final da reacao foi de 20 ml, composto por 4 ml de
DNA, Tampéo para PCR 1X ; 1mM de cada primer; 1,5mM MgCI2; 200mM de
cada dNTPs e 1U de Tag DNA polimerase. A reacdo iniciou com uma
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto,
61°C por 1 minuto,72°C por 30 segundos e uma extenséo final a 72°C por 10
minutos. Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose a 1,5%.

Como controle positivo foi utilizado DNA de Leishmania (Viannia)
braziliensis cepa (MHOM/BR/1975/M2903), proveniente do Instituto Evandro

Chagas. Como controle negativo utilizou-se agua ultrapura sem a adicdo de DNA.

Resultados

Capturas: Foram capturados 513 exemplares de flebotomineos, representados
por 426 (83%) fémeas. Foram coletadas quatro espécies, L. whitmani que esteve
presente em todas as comunidades, L. bacula que ocorreu nas localidades de
Boa Vista e Fercal casa 01, ja L. termitophila e L. davisi foram encontradas
apenas na comunidade de Boa Vista (Tabela 1). O ecétopo de maior

representatividade dos espécimes coletados foi o peridomicilio (Figura 1).
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Espécie Boa Vista Fercal 1 Fercal 2 Flebétomos
Fémeas Fémeas Fémeas Numero

L. whitmani 90,2% 4,2% 5,6% 379

L. termitophila 100% 0% 0% 05

L. bacula 96,6% 3,4% 0% 29

L. davisi 100% 0% 0% 13

Tabela 1: Numero total e percentuais de fémeas de Lutzomyia capturadas no Distrito

Federal nas comunidades de Boa Vista, Fercal 1 e Fercal 2, no periodo de marco de

2009 a abril de 2010.

Ecotopos de coleta

i Peridomicilio

H Cerrado

u Intradomicilio

Figural: Percentuais de fémeas de Lutzomyia whitmani, Lutzomyia bacula,
Lutzomyia Davisi e Lutzomyia termitophila capturadas nos diferentes ecétopos no
periodo de marco de 2009 a abril de 2010, capturadas realizadas na Regido
Administrativa de Sobradinho, nas localidades de Boa Vista e Fercal no Distrito

Federal, Brasil.

Todos os resultados para a pesquisa de Leishmania foram negativos (Figura 2).
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Figura 2: Reacdo em cadeia da polimerase para o género Leishmania realizada
em fémeas de flebotomineos. Letra “M” marcador de peso molecular. Letra “C+”
controle positivo (DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis). Linhas: 1 a 8 fémeas
de Lutzomyia whitmani procedentes da Regido Administrativa de Sobradinho,
localidades de Boa Vista e Fercal, Distrito Federal, Brasil. Letra “B” controle
negativo (dgua ultrapura).

Discussao

O primeiro relato de caso autdctone de LTA no DF foi no ano de 1980 em
uma crianca de 2 anos procedente da Regido Administrativa Nucleo
Bandeirante®. No ano de 1999 foram notificados 11 novos casos’ e em 2003, a
Universidade de Brasilia estudou um surto de LTA na Regido Administrativa Sao
Sebastido.

Entre os fleb6tomos encontrados neste estudo, destacaram-se L. whitmani
e L. davisi que sao reconhecidamente vetores da leishmaniose tegumentar
americana em suas varias formas’.

L. whitmani pode ser encontrado nas cinco regioes do Brasil associado a

uma grande variedade de vegetacdo e fontes de repasto sanguineo®. Neste
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estudo, esta espécie foi encontrada em ambiente peri e intradomiciliar,
corroborando com estudos ja realizados, sugerindo que possa estar ocorrendo
transmissao intra e peridomicilar no DF,>°. Por ser a espécie de maior incidéncia
neste estudo, dado que corrobora com pesquisas anteriores** no DF, sugere-se
gue L. whitmani possa estar envolvido no ciclo de transmissao da Leishmania
(Viannia) braziliensis, espécie de Leishmania predominante no DF, conforme
estudo ja realizado™.

Restrito as regides Norte, Centro-Oeste e Sul, o Lutzomyia bacula, até o
momento parece nao ter sido incriminado como transmissor da doenca®®.

714 sendo

O Lutzomyia (Psycodopigus) davisi parece ser um provavel vetor
encontrado nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. O Lutzomyia
termitophila (Martins, Falcdo e Silva, 1964) foi encontrado até o momento, nas
regides Norte, Nordeste, Centro Oeste e Sudeste, e recentemente foi relatado no
DF. Apesar do desconhecimento de registro de sua infec¢cdo por Leishmania, a
sua presenca em areas de transmissdo, proximas as residéncias e junto a
vetores conhecidos da LTA, torna necessario pesquisar seu potencial como vetor
da doenca.

Embora os resultados das pesquisas de DNA para Leishmania atraves de
PCR tenham sido negativos, hé relato na literatura de casos humanos da doenca
préximos aos locais de coleta, conforme dados disponibilizados pelo Sistema de
Infformacdo de Agravos de Notificagdo do DF (SINAN). Ha também a
possibilidade de outros vetores em potencial, a exemplo de carrapatos™® ou

ainda, como comprovado em estudo recente realizado na Australia, espécies de

insetos que nao os flebotomineos™.
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Conclusao

L. whitmani foi a espécie capturada com maior frequéncia, inclusive no
peridomicilio. Isto sugere que deva estar ocorrendo transmissdo da LTA no intra e
peridomicilio. Nao foi possivel confirmar a infec¢do natural dos flebotomineos por
Leishmania. Sugere-se ampliar o estudo para um maior numero de flebotomineos

e expandir a pesquisa a outras localidades do DF.
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