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Somos uma temivel mistura de dcidos nucléicos e lembrangas,

desejos e proteinas.

O século que termina ocupou-se muito de dcidos nucléicos e proteinas.
O sequinte vai concentrar-se sobre as lembrangas e os desejos.

Saberd ele resolver essas questoes?
Francois Jacob



RESUMO

As leishmanioses sao doencas endémicas em regides do Velho e Novo Mundo
causadas por protozoarios flagelados do género Leishmania. No Novo Mundo,
a distribuicdo das diversas formas de leishmaniose é quase que inteiramente
intertropical. No Rio Grande do Norte, nordeste do Brasil, 85% da fauna
flebotominica capturada no Estado, corresponde a Lutzomyia longipalpis e sua
distribuicdo se sobrepde a distribuicdo da doenca estando associada a
presenca de abrigos de animais domeésticos. A exposi¢cdo de pessoas a esses
ambientes aumenta a probabilidade de infecgdo por diversas espécies de
Leishmania. O estudo teve como objetivo avaliar a preferéncia alimentar de
fémeas do género Lutzomyia em condigdes laboratoriais, observar o ciclo
biol6gico a diferentes temperaturas e identificar as principais fontes de repasto
sanguineo em areas endémicas de leishmaniose visceral na Grande Natal.
Foram realizadas coletas nos municipios de S&o Gongalo do Amarante e Nisia
Floresta dos quais foram separados grupos de fémeas para manutencédo de
colénia em laboratério e para avaliacao da preferéncia alimentar em ambiente
natural. As fémeas apresentaram um percentual de preferéncia alimentar e
taxa de oviposicdo de 97,0% para Cavia porcellus com oviposicao de 19
ovos/fémea; 97,0% para Equus caballus, com 19 ovos/fémea; 98,0% para
sangue humano, com 14 ovos/fémea; 71,3% em Didelphis albiventris, com 8,4
ovos/fémea; 73,0% em Gallus gallus, com 14 ovos/fémea; 86,0% em Canis
familiaris, com 10,3 ovos/fémea; 81,4% em Galea spixii, com 26 ovos/fémea;
36,0% em Callithrix jachus, com 15 ovos/fémea; 42,8% para Monodelphis
domestica com 0,0% de oviposicdo. As fémeas nao realizaram repasto
sanguineo em Felis catus. O ciclo de vida de flebotomineos em laboratério é
de 32-40 dias, com taxa de oviposicdo de aproximadamente 21-50
ovos/fémea. Foi observado que a 32°C o ciclo biolégico € de 31 dias,
enquanto que a 28°C este aumenta para 50 dias e a 22°C para 79 dias. Com o
aumento da temperatura para 35°C, os ovos ndo eclodiram, inviabilizando o
curso do ciclo biolégico. Foi coletado um total de 1.540 flebotomineos, sendo
1310 machos e 230 fémeas. A espécie mais encontrada foi Lutzomyia
longipalpis com 86,0%, Lutzomyia evandroi 10,5%, Lu. lenti com 3,2% e Lu.
whitmani com 0,3%. A relagdo entre macho e fémea foi de aproximadamente 6
machos para 1 fémea. 50,7% das fémeas coletadas em Nisia Floresta
realizaram repasto apenas em peba, 12,8% das fémeas coletadas em Sé&o
Gongalo do Amarante realizaram repasto sanguineo somente em humanos.
Dentre as fémeas coletadas em S&o Gongalo do Amarante, 80 foram
analisadas para a infectividade para o kDNA de Leishmania e 5%
apresentaram amplificacdo para o kDNA de Leishmania. Fémeas de
Lutzomyia spp. apresentaram perfil alimentar oportunista. Os parametros
comportamentais parecem ter uma maior influéncia na oviposi¢gdo do que os
niveis de proteinas totais encontrados no sangue dos hospedeiros. Uma maior
viabilidade do ciclo de Lu. longipalpis foi observada a temperatura de 28°C. A
elevagdo da temperatura reduziu a duracdo do ciclo biolégico, sendo este
possivelmente influenciado pela temperatura, fonte de repasto e umidade
relativa do ar. Lu. longipalpis foi a espécie mais encontrada em ambiente intra
e peridomiciliar. Em Nisia Floresta, os pebas foram a principal fonte de repasto
sanguineo de fémeas Lutzomyia spp. No municipio de Sao Gongalo do
Amarante, os humanos foram a principal fonte de repasto em consequéncia
das coletas terem sido realizadas no intradomicilio.



ABSTRACT

Leishmaniasis are endemic diseases wild spread in the New and Old World,
caused by the flagelated protozoan Leishmania. In the New World, the
distribution of different forms of leishmaniasis is mostly in tropical regions. In the
State of Rio Grande do Norte, Northeast Brazil, 85% of the captured sand flies
fauna is Lutzomyia longipalpis. The distribution of the sand fly vector in the state
overlaps with the disease distribution, where the presence of sand flies is
associated with presence of animals shelters. The aim of this study was to
analyse the blood meal preference of sand flies vector from the genus
Lutzomyia spp. in laboratory conditions, to verify the vector life cicle at different
temperatures sets and to identify the main blood meal source in endemic areas
for visceral leishmaniasis (VL) at peri-urban regions of Natal. Sand flies
samples were collected from the municipalities of Sdo Gongalo do Amarante
and Nisia Floresta where female sand flies were grouped for the colony
maintenance in the laboratory and for the analysis of the preferred source of
sand fly blood meal in natural environment. The prevalence of blood meal
preference and oviposition for the females sand flies was 97% for Cavia
porcellus with oviposition of 19 eggs/female; 97% for Eqqus caballus with 19
eggs/female; 98% for human blood with 14 eggs/female; 71.3% for Didelphis
albiventris with 8.4 eggs/female; 73% for Gallus gallus with 14 eggs/female;
86% for Canis familiaris with 10.3 eggs/female; 81.4% for Galea spixii with 26
eggs/female; 36% for Callithrix jachus with 15 eggs/female; 42.8% for
Monodelphis domestica with 0% of oviposition. Female sand flies did not take a
blood meal from Felis catus. Sand flies life cycle ranged from 32-40 days, with
21-50 oviposition rates approximately. This study also showed that at 32°C the
life cycle had 31 days, at 28° C it had 50 days and at 22°C it increased to 79
days. Adjusting the temperature to 35°C the eggs did not hatch, thus blocking
the life cycle. A total of 1540 sand flies were captured, among them, 1.310 were
male and 230 were female. Whereas 86% of the sand flies captured were Lu.
longipalpis as compared to 10.5% for Lu. evandroi and, 3.2% for L. lenti and
0.3% for Lu whitmani. The ratio between female and male sandfly was
approximately 6 males to 1 female. In Nisia Floresta, 50.7% of the collected
females took their blood meal from armadillo, 12.8% from human. Among the
female sand flies captured in Sdo Gongalo do Amarante, 80 of them were
tested for the Leishmania KDNA infectivity where 5% of them were infected with
Leishmania chagasi. Female Lutzomyia spp. showed to have an opportunistic
blood meal characteristic. The behavioral parameters seem to have a higher
influence in the oviposition when compared to the level of total proteins
detected in the host’s bloodstream. A higher Lu. longipalpis life cycle viability
was observed at 28°C. The increase of temperature dropped the life cycle time,
which means that the life cycle is modified by temperature range, source of
blood meal and humidity. Lu longipalpis was the most specie found in the inner
and peridomiciliar environment. In Nisia Floresta, armadillos were the main
source of blood meal for Lutzomyia spp. At Sdo Gongalo do Amarante, humans
were the main source of blood meal due to CDC nets placed inside their houses
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais

As leishmanioses sdo doengas endémicas em regides do Velho e Novo
Mundo causadas por protozoarios flagelados pertencentes a Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae e Género Leishmania Ross, 1903 (Leishman, 1994). O
género Leishmania compreende aproximadamente 30 espécies, das quais cerca de
20 s&o patogénicas para a espécie humana (Ashford, 2000; Desjeux, 2004). As
formas clinicas de apresentacao destas doengas variam do acometimento de pele e
mucosas até doenca visceral (Salotra; Singh, 2005) e constituem um grave
problema de saude publica em muitos paises.

No seu ciclo de vida, a leishmania apresenta duas formas basicas, a forma
amastigota e a promastigota. As amastigotas apresentam forma oval, ou esférica,
intracelulares obrigatérias e parasitam vacuolos lisossomais de macréfagos de
hospedeiros vertebrados (Figura 01) (Alexander; Satoskar; Russell, 1999; Chang;
Chaudhuri; Fong, 1990; Lainson; Ryan; Shaw, 1987). A forma promastigota é
flagelar veja se a palavra mais usada é flagelada, extracelular, encontrada livre no
trato digestivo do inseto ou aderida as microvilosidades da cuticula intestinal (Figura
02) (Killick-Kendrick, 1990; Walters et al., 1989a; Walters et al., 1989b).

Ximenes, 2000.

Figura 1 - Formas amastigostas de Leishmania infectando macroéfagos (1000x).
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Ximenes, 2002,

Figura 2 - Formas promastigotas de Leishmania (1000x).

A transmissdo do protozoario ocorre quando a fémea hemato6faga realiza
repasto  sanguineo em animais infectados com o parasito e
juntamente com o sangue ingere as formas amastigotas do protozoério. Apds o
repasto sanguineo, o parasito passa por uma seérie de modificagcbes morfoldgicas,
bioquimicas e funcionais no interior do trato digestivo do inseto (Killick-Kendrick,
1990; Walters, et al., 1989a; Walters, et al., 1989b). Essas modificagbes sao
determinantes para a sobrevivéncia do parasito em um meio totalmente distinto do
existente no interior do macréfago (Sacks, 1989). Uma vez no trato digestivo do
invertebrado, o protozoario assume sua forma promastigota, diferenciando-se em
promastigota prociclica, evitando a expulsdo do parasita do intestino médio do
vetor. Sequlencialmente, o parasita assume sua forma promastigota metaciclica
infectante, estagio em que migra para as peg¢as bucais do inseto e se torna capaz

de infectar diversos outros hospedeiros no proximo repasto do vetor (Figura 3).
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Figura 3 - Ciclo biolégico de Leishmania
adaptado do site http://www.wehi.edu.au/research/overview/inf.html

Durante a picada, a fémea introduz suas pecas bucais na pele do hospedeiro
vertebrado, causa traumas e laceragcdo de pequenos vasos € pequenas
hemorragias locais (Ribeiro, 1987). A picada do inseto exerce na pele uma acao
mecanica e enzimatica por meio da probdscida e da saliva do inseto (Charlab et al.,
1999), ativando no local da picada mecanismos da resposta inata do hospedeiro
(Gillespie; Mbow; Titus, 2000; Ribeiro, 1987). Os determinantes envolvidos na
infeccao por Leishmania resulta em susceptibilidade ou resisténcia do hospedeiro,
estes determinantes dependem de padrées distintos de resposta imune,
proveniente da modulacdo por componentes da saliva do inseto, proteinas da

superficie do parasito, como glipoproteinas de 63 kDa e lipofosfoglicanos (Sacks;
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Perkins, 1985) indicando que existem interacdes dinamicas entre o vetor, o parasita
e seus animais reservatorios (De Almeida et al., 2003).

A hematofagia confere aos insetos vetores uma importdncia médico-
veterindria associada a transmissao de virus, bactérias e protozoarios (Arias et al.,
1985; Young, 1994). No entanto, sua maior importancia decorre da transmissao de
protozodrios do género Leishmania. O comportamento e 0s habitos alimentares
desses insetos tém sido ponto de grande relevancia para compreensao ecoldgica e
epidemiolégica dos padrdes de transmissédo da doenca.

1.2 Manifestacoes clinicas das Leishmanioses

As leishmanioses sdo caracterizadas por um espectro de manifestacdes
clinicas, representando assim um complexo de doengas. O género Leishmania
compreende aproximadamente 30 espécies, dentre essas, 20 espécies sao
patogénicas para humanos (Ashford, 2000). As principais formas clinicas das
leishmanioses séo: leishmaniose cutanea (LC) (Figura 4A), cutaneo-mucosa (LCM)
(Figura 4B), cutaneo-difusa (LCD) (Figura 4C), leishmaniose visceral (LV) ou calazar
(Figura 4D) e a leishmaniose dérmica po6s-calazar (LDPC) (Ashford, 2000; Desjeux,
2004).



Figura 4 - Manifestacoes clinicas das Leishmanioses. melhor colocar a fonte

A leishmaniose cutanea surge como uma leséo no local da picada, podendo
evoluir com lesdes multiplas ou Unicas. Os principais agentes etiolégicos da LC no
Velho Mundo s&o: Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica;
no Novo Mundo a LC € causada por espécies do complexo Leishmania (L.)
mexicana e do subgénero Viannia (Leishmania panamensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania braziliensis) (Ashford, 2000; Desjeux, 2004). O periodo de
incubacao varia de 2 a 8 semanas, podendo apresentar intervalos maiores de
incubacgao da doencga (Ashford, 2000).

A leishmaniose cutdaneo-mucosa (LCM), também conhecida como “espundia”,
semelhante a LC, acomete a pele e mucosas, podendo resultar em desfiguracéo e
mutilacbes na face causadas pelo comprometimento do tecido cartilaginoso
(Ashford, 2000; Desjeux, 2004). No Velho Mundo, o principal agente etiol6gico da
LCM ¢é Leishmania major, nas Américas, €& Leishmania braziliensis e

aproximadamente 5% dos casos de LC causados por esta espécie evoluem para
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LCM. O periodo de incubacdo da doenca é de aproximadamente 1 a 3 meses,
podendo também ocorrer anos apos a ferida inicial (Ashford, 2000).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) apresenta-se normalmente como uma
leishmaniose cutdnea associada a deficiéncia na resposta imune mediada por
células. As lesbes podem se restringir a borda das orelhas, ou podem se distribuir
por todo o corpo, as lesbes apresentam um elevado numero de parasitas. O
principal agente etiologico da LCD é Leishmania aethiopica e Leishmania
amazonensis (Ashford, 2000; Desjeux, 2004).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a forma mais severa e caracteriza-
se por perda de peso, febre, hepatoesplenomegalia, pancitopenia,
hipergamaglobulinemia, linfadenopatia e anemia. A LV possui como agente
etiologico espécies do complexo Leishmania (Leishmania) donovani. Geralmente
acomete criangas abaixo dos 10 anos de idade e é fatal em 5 -10% mesmo com o
tratamento especifico, o 6bito geralmente ocorre devido infecgdes secundarias. O
periodo de incubagdo da infeccdo é de 3 a 14 meses (Ashford, 2000; Desjeux,
2004; Evans et al., 1992). No Brasil a LV é causada por Leishmania infantum
chagasi.

A leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC) é uma manifestagdo cutanea
apods a infeccdo por leishmaniose visceral, caracterizada por lesées na pele,
nédulos ou papulas, geralmente se desenvolve de 2 — 7 anos apos a infec¢ao por
LV. No Suddo e na india, aproximadamente 10% dos casos tratados para LV
evoluem para LDPC. A presenca de intenso infiltrado de Leishmania nestas lesdes
cutdneas tem um impacto na transmissao do parasito, uma vez que estes individuos
podem funcionar como importantes reservatérios do parasito, além de contribuir na
manutencdo do ciclo epidemiolégico nessas localidades. A LDPC possui como
agente etiolégico, espécies do complexo Leishmania (Leishmania) donovani
(Ashford, 2000; Desjeux, 2004) e embora ndo seja comum em pacientes com LV,
na América Central foi observado envolvimento cuténeo inicial causado por

Leishmania chagasi (Ponce et al., 1991).
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1.3 Epidemiologia

Em ambito mundial, as leishmanioses constituem um grave problema de
saude publica, ocorrendo em mais de 100 paises de clima tropical e subtropical. O
sul da Europa, norte da Africa, o Oriente, América Central e América do Sul sdo
consideradas areas endémicas para as leishmanioses (Ashford, 2000). A forma
cutdnea da doenca perfaz um total de 90% dos casos em paises como Afeganistao,
Paquistao, Siria, Sudao, Arabia Saudita, Algéria, Ird, Peru e Brasil (Figura 05)
(Desjeux, 2004). No Novo Mundo, a distribuicio das diversas formas de
leishmaniose é quase que inteiramente intertropical (WHO, 2001).

Cutaneous Leishmaniasis
Highly Endernic Countries [90% of cazes)

. Highly Eodemac Cououis -

Figura 5 - Distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea.

A forma visceral é endémica em 65 paises, com um total estimado de 350
milhdes de pessoas sob risco de adquirirem a infeccdo e com 90% dos casos
ocorrendo na India, Bangladesh, Nepal, Sudéo e Brasil (Desjeux, 2004). Apesar da
LV ser uma doenga mais prevalente na india, na América Latina ela é amplamente
distribuida, se estendendo desde norte do México ao sul da Argentina e, no Brasil

apresenta-se como um grave problema epidemiolégico (Figura 06) (Grimaldi; Tesh;
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Mcmahon-Pratt, 1989; Lainson; Rangel, 2005). Em virtude da expansao geografica

da doencga a Organizacdo Mundial da Saude passou a considerar a LV uma das

doengas prioritérias entre as endemias tropicais (WHO, 2001).

B Endemic areas

Figura 6 - Distribuicdo mundial da leishmaniose visceral.

Os primeiros casos de LV no Brasil foram notificados em 1934 no Nordeste
(Alencar et al., 1974; Deane; Deane, 1954) e estudos realizados posteriormente por
Evandro Chagas constataram que o principal agente etiologico da LV é Leishmania
infantum chagasi. Inicialmente, a ocorréncia da doenca estava associada a pobreza
e habitagcbes inapropriadas em areas rurais do Nordeste, no entanto, nos ultimos 20
anos, ocorreram modificacoes drasticas na distribuicdo geografica da LV no Brasil.
A migracdo massiva de pessoas das areas rurais para a periferia de grandes
cidades e a habitacao inapropriada dessas areas (Jeronimo et al., 2004; Jeronimo,
et al., 1994) atrelada as modificagdes ambientais, destruicdo de habitats, mudancas
demograficas, conseqiéncias das agdes humanas, associados a outros fatores
certamente tém colaborado para a modificagdo no cenario epidemiolégico da
doencga, estreitando dessa forma, relagdes entre hospedeiros intermediarios e
definitivos, vetores e agentes etioldgicos, determinando mudangas nos niveis
endémicos ou epidémicos de doencas infecciosas (Ambroise-Thomas, 2000; Curtis;
Cairncross; Yonli, 2000; Patz et al, 2000), explicando dessa forma, como a

transmissao da L. i. chagasi, inicialmente restrita as areas rurais, passou a ocorrer
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de forma endémica e epidémica na periferia dos grandes centros do nordeste
brasileiro (Costa; Pereira; Araujo, 1990; Mendes Wda et al., 2002).

O resultado das acbes antrdpicas associadas as mudancas nos padrdes de
distribuicdo das leishmanioses tém favorecido relagdes de co-infeccdo, como é o
caso da Leishmania e infec¢ao por HIV (Cruz et al., 2006). A co-infecgao por HIV &
um fator de risco elevado para desenvolvimento de formas graves de
leishmanioses, com variabilidade de resposta a terapia padrdo (Desjeux, 2004).
Individuos infectados por HIV sédo altamente susceptiveis a infecgao por Leishmania
e, em pacientes soropositivos as leishmanioses aceleram o desenvolvimento da
sindrome devido a imunossupresséo e estimulagdo da replicagdo do virus, e por
apresentar alta parasitemia (Salotra; Singh, 2005).

De forma geral, a leishmaniose visceral humana apresenta surtos epidémicos
de 7 a 10 anos (Arias; Monteiro; Zicker, 1996; Jeronimo, et al., 2004) e esse padrao
ciclico de ocorréncia de surtos, provavelmente, reflete, em parte, a resposta do
vetor as mudancas ambientais (Franke et al., 2002), e também pode esta
relacionado com a queda na imunidade da comunidade ‘herd immunity’ (Basu;
Mallik, 1995), uma vez que, a exposi¢ao de individuos de uma populagéao a
patbgenos acarreta na imunizacdo desses individuos e, quanto maior o
namero de individuos imunizados menor a probabilidade de um individuo
susceptivel entrar em contato com o patégeno circulante. A periodicidade dos
casos de LV no nordeste do Brasil, além de estar associada a migracao humana
pode resultar da influéncia de eventos climaticos como é o caso do evento El Nifo,
evento que causa uma forte flutuagao climatica caracterizada pelo aquecimento
irregular em larga escala das aguas do Oceano Pacifico, ocorrendo de 3 a 4 anos,
causando seca e escassez de alimentos, além disso este evento tem sido
fortemente associado a um aumento de transmissdo de doengas causadas por
insetos vetores em todo o mundo (Franke, et al., 2002).

Em 1984, foi estimado que 90% dos casos de LV no Novo Mundo eram
oriundos do Brasil (Lainson; Rangel, 2005; Vieira; Lacerda; Marsden, 1990). De
1980 a 2005 um total de 60.969 casos de LV foi notificado no pais, sendo
distribuido em 7,03% na Regido Norte; 82,32% no Nordeste; 7,59% no Sudeste;
3,04% no Centro-Oeste e nenhum caso foi notificado na Regiao Sul (Ministério Da
Saude, 2006). Na década de 90, os estados do Para e Tocantins (Norte), Mato
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Grosso do Sul (Centro Oeste), Minas Gerais e Sao Paulo (Sudeste) passaram a
influir de maneira significativa no quadro epidemioldgico da leishmaniose visceral no
Brasil (Funasa, 2001).

No Rio Grande do Norte o primeiro surto urbano de LV ocorreu entre os anos
de 1989 — 1992, recentemente a LV tem apresentado um perfil emergente de
distribuigcdo do parasito em areas periurbanas (Jeronimo, et al., 2004; Jeronimo, et
al.,, 1994). No Estado, a expansao da doencga teve inicio em 1983 atingindo 28
municipios, aumentando para 40 em 1994 e para 133, dos 166 municipios
estaduais em 2000 (Funasa, 1994; Sesap, 1997). Em Natal, a distribuicdo espacial
dos casos de leishmaniose visceral mostra que aproximadamente 70% dos casos
foram notificados no litoral oriental, area mais umida do RN, e os demais
distribuidos nas outras zonas estaduais (Ximenes M de et al, 2007). A maior
prevaléncia é observada entre criancas com idade inferior a 10 anos atingindo uma

taxa de mortalidade entre 5 e 10% (Jeronimo, et al., 2004).

1.4 Mudancas climaticas e ocorréncia das leishmanioses

A distribuicdo e incidéncia de doencas infecciosas transmitidas por insetos
sao diretamente afetadas por determinantes climaticos e ambientais. Fatores como
clima, geografia e sazonalidade influenciam diretamente na replicagcdo de
patégenos, aumento na densidade populacional de vetores e animais reservatorios,
contribuindo assim na emergéncia de doengas transmitidas por insetos vetores
(Cazelles; Hales, 2006). A dindmica populacional de espécies tropicais difere das
observadas em espécies temperadas, onde variagbes ciclicas na densidade
populacional de vetores refletem estratégias de sobrevivéncia do vetor em resposta
as variagoes climaticas. No Brasil, surtos epidémicos de leishmaniose visceral
humana ocorrem a cada 10 anos (Jeronimo, et al.,, 2004; Momen, 1998), este
padrdo ciclico reflete a reposta do vetor as mudancas ambientais (Franke, et al.,
2002) e suas interagbes com animais hospedeiros e humanos susceptiveis. Dentre
os diversos fatores ecoldgicos, o clima parece ser fator critico na distribuicao de
espécies de Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (Cardenas;

Gonzalez-Serva; Cohen, 2004). Estudos tém indicado mudancas na distribuicao
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geografica de flebotomineos em conseqiéncia da variabilidade climatica de
determinadas 4reas, na Asia a expansdo de Phlebotomus papatasi tem sido
diretamente associada ao aquecimento global (Cross; Hyams, 1996; Cross;
Newcomb; Tucker, 1996). Alguns estudos tém apresentado fortes evidéncias da
relacdo entre El Nifo e aumento do nimero de casos de doengas transmitidas por
insetos vetores em todo o mundo (Kovats, 2000; Nicholls, 1993), na Colémbia a
variabilidade climatica em consequéncia do El Nifio apresenta alta influéncia sobre
os casos de leishmaniose na regidao (Cardenas et al., 2006). No Estado da Bahia, foi
observado um aumento de aproximadamente 35% na incidéncia dos casos de LV
em periodos pds El Nifio nos anos de 1989 e 1995 (Franke, et al., 2002).

1.5 Vetores e reservatorios de Leishmania.

Os insetos transmissores das leishmanioses sao insetos holometabolos,
diminutos, bastante pilosos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae, Unica responsavel pela transmissdao de Leishmania
(Barreto, 1955; Vianna-Martins, 1978). Sao popularmente conhecidos como
flebétomo, birigui, tatuquira, asa dura, orelha de veado, mosquito palha e
cangalhinha. Geralmente sdo encontrados em locais Umidos e escuros com
temperaturas moderadas.

O género Phlebotomus hospeda espécies de Leishmania do Velho Mundo e
0 género Lutzomyia espécies do Novo Mundo (Killick-Kendrick, 1990; Lainson;
Ryan; Shaw, 1987).

Os flebotomineos possuem aparelho bucal do tipo picador-sugador e ambos
0s sexos utilizam basicamente carboidratos como sua principal fonte de energia,
que adquirem na natureza a partir da seiva de plantas, néctar (Alexander; Usma,
1994), excrecgOes de afideos e frutas maduras (Cameron et al., 1995a; Cameron et
al, 1995b). Para as fémeas, esses carboidratos sdo utilizados como
complementacdo na alimentagdo sanguinea. As fémeas sdo hematéfagas e
necessitam das proteinas presentes no sangue para maturacdo de seus ovarios

(Forattini et al., 1976). Os machos distinguem-se das fémeas por possuirem
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terminalia formada por trés pares de apéndices (Figura 07), enquanto a fémea

Figura 7 - Macho de flebotomineo.

Figura 8 - FéEmea de flebotomineo.

A distribuicdo geogréfica das espécies de Lutzomyia é influenciada por
barreiras fisicas, precipitagao pluviométrica, vegetacao, luminosidade e abundancia
de hospedeiros vertebrados (Arias, et al., 1985). Sabe-se ainda que a presenca de
animais influencia na densidade dos flebotomineos dentro ou proximo a habitagdes

humanas e, consequentemente, aumenta os riscos de transmissdo de espécies de
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Leishmania para humanos (Ximenes; Souza; Castellon, 1999). Alguns estudos tém
mostrado que a agregacado de flebotomineos em ambiente peridomiciliar esta
relacionada com a liberacdo de feroménios pelos insetos e cairomdnios pelos
hospedeiros (Dougherty; Hamilton; Ward, 1993; Quinnell; Dye, 1994).

Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 é a principal espécie envolvida na
transmissdo da LV nas Américas, tem ampla distribuicdo desde o México até a
Ameérica do Sul (Lainson; Shaw, 1978; Lanzaro et al., 1993), embora seu padréao de
distribuicdo e abundancia varie de regido para regidao dependendo das
caracteristicas ambientais e sazonalidade. Observacdes feitas na regido Amazonica
brasileira indicaram que Lu. longipalpis € uma espécie silvestre, entretanto estudos
feitos no Nordeste do pais mostraram um alto grau de adaptacao desta espécie ao
peridomicilio (Lainson; Rangel, 2005).

O comportamento eclético, oportunista e também antropofilico de Lu.
longipalpis, tem propiciado diversos estudos sobre seu comportamento alimentar
(Christensen et al., 1982; Tesh et al., 1971), e os dados obtidos tém norteado
investigacdes quanto a preferéncia alimentar desses dipteros e conseqlientemente
a compreensao de aspectos epidemioldgicos da doencga.

No Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil, 85% da fauna flebotominica
capturada corresponde a Lu. longipalpis, e a distribuicdo do vetor se sobrepde a
distribuigcdo da doenca (Ximenes et al., 2000). A densidade de flebotomineos esta
associada as precarias condicbes de higiene encontradas em ambiente
peridomiciliar e também a presenca de abrigos de animais domésticos, como
galinhas, caes, porcos e cavalos no peridomicilio (Ximenes; Souza; Castellon,
1999). A abundéancia de Lu. longipalpis nas areas peri-urbanas do litoral oriental,
incluindo areas da Grande Natal, sugere um acentuado grau de adaptacédo dessa
espécie as areas sob influéncia antropica (Ximenes Mde, et al., 2007). Além disso, a
presenca de animais em areas peridomiciliares combinado as precarias condigdes
de higiene, e aos elevados indices de umidade e temperatura, cria um habitat
favoravel a agregacao de Lu. longipalpis e outros flebotomineos, contribuindo para
o aumento da densidade populacional dos vetores das leishmanioses em areas
periféricas do Rio Grande do Norte, aumentando assim o risco de transmissdo de
Leishmania chagasi (Ximenes; Souza; Castellon, 1999).

Os caes e as raposas sao considerados 0s principais reservatorios de

Leishmania (Lainson; Shaw; Lins, 1969). No sudeste do pais, Lu. migonei e Lu.
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whitmani tem apresentado padrdes diferentes de preferéncia alimentar (Teodoro et
al., 1993) e na Bahia, a flutuacao de Lu. longipalpis e novos casos de leishmaniose
visceral foram associados a presenca do marsupial Didelphis albiventris em areas
do peridomicilio (Sherlock, 1996). Embora os cdes domésticos sejam considerados
0s principais reservatérios na leishmaniose visceral, muitos trabalhos ainda séo
realizados na india, China, Mediterraneo, Africa Central e Américas no sentido de
determinar o verdadeiro papel desse vertebrado na cadeia epidemiolégica da
doenga. Os principais animais encontrados como reservatorios do protozoario
variam de regido para regido, ora compreendendo animais domésticos, ora
silvestres ou, ainda, ambos servindo de fonte de repasto sanguineo para as fémeas.
Estudos realizados no Rio Grande do Norte mostraram que abrigos de alguns
animais tém servido com local de reproducéo e repouso para diversas espécies de
Lutzomyia e que dentre os animais presentes no peridomicilio, os cavalos e as
galinhas exerceram uma maior atracdo sob os flebotomineos, embora estes ndo
sejam apontados como reservatorios de leishmanias sdo importantes mantenedores
das populacbes vetoras, pois servem de atrativo para machos e fémeas Lu.
longipalpis, atuando como elo entre animais domésticos e sinantropicos em
ambiente peridomiciliar, além disso o potencial reprodutivo destes insetos depende
diretamente da fonte de sangue utilizada para repasto (Alexander et al., 2002;
Ximenes; Souza; Castellon, 1999). Roedores da espécie Galea spixii sao
abundantemente encontrados no Estado e em virtude de sua boa adaptacdo as
in6spitas condicbes do semi-arido nordestino, sdo também considerados
importantes fonte de proteina animal para populacdes ruricolas, especialmente nos
periodos de escassez pluviométrica (Pinheiro, 1989), sendo comumente
encontrados proximos as residéncias em propriedades rurais e periferias das
cidades interioranas. Estudos realizados no RN a partir da infecgéo experimental de
preas — Galea spixii mostrou que esses animais sao resistentes a infeccao por L.
infantum chagasi sendo capazes de manter a infecgdo estavel sem alteragdes dos
parametros bioquimicos hematolégicos. Embora esses animais ndo sejam bons
modelos para o estudo da leishmaniose visceral, podem atuar como fontes de
repasto para flebotomineos em areas endémicas do RN (Barbosa, 2005).
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1.6 Métodos de identificacao do repasto sanguineo em flebotomineos

Para compreensao epidemiologica dos padroes de transmissdao de doencas
causadas por insetos vetores € necessdrio inicialmente reunir dados acerca da
ecologia, biologia, etologia, avaliar habitos e preferéncias alimentares, definindo o
grau de antropofilia desses vetores. Animais silvestres como as raposas (Cerdocyon
thous), o timbu (Didelphis albiventris) e o rato preto (Rattus rattus), sao comumente
encontrados freqientando o peridomicilio, atuando como animais sinantrépicos e
potenciais reservatérios de Leishmania (Sherlock, 1996). A presengca desses
animais sejam eles domésticos e/ou sinantrépicos sdo fatores decisivos na
manutengcdo da leishmaniose visceral em dareas periurbanas (Dias Fde; Lorosa;
Rebelo, 2003). Para auxiliar na compreensao do papel desses animais na cadeia
epidemioldgica, técnicas imunoldgicas e de biologia molecular tém sido utilizadas na
identificacdo do conteudo intestinal de flebotomineos e tém acrescentado
informacdes importantes na compreensao da epidemiologia e comportamento
alimentar auxiliando assim na indicagcdo de potenciais reservatérios da infeccao
(Dias Fde; Lorosa; Rebelo, 2003). Desde inicio do século XX, técnicas imunologicas
tém sido empregadas na detecgdo de sangue ingerido por artropodes e tém sido
adaptadas para auxiliar na determinacao da fonte alimentar utilizada por diferentes
insetos (King, 1923). Procedimentos soroldgicos para identificacdo de repasto
sanguineo em artrépodes tém sido baseados na deteccdo de antigenos do
hospedeiro por fixacdo do complemento (Pant, 1987; Staak et al., 1981) ou por
ensaios imunoenzimdticos (ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assays),
utilizando anticorpos policlonais contra componentes dos soros de possiveis
hospedeiros (Chow; Wirtz; Scott, 1993). Embora os métodos sorologicos
possibilitem resultados avaliaveis, essas técnicas apresentam dificuldades inerentes
a necessidade de producgéo de anti-soros de alta qualidade para todas as espécies
de vertebrados inclusas no ensaio (Rurangirwa et al., 1986), produgéo de anticorpos
altamente especificos a fim de eliminar as reagcdes cruzadas de proteinas do soro
de espécies préximas; e perda da qualidade do sangue devido a degradacéo parcial
dos produtos pelo tempo de digestao (Kent; Norris, 2005).

A introducdo de ferramentas de biologia molecular na identificacdo do

repasto sanguineo de insetos tem eliminado grandes obstaculos quando comparado
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aos testes imunolégicos. A identificacdo do repasto sanguineo em insetos baseado
na identificagdo do DNA proveniente do sangue ingerido, € uma alternativa
conveniente e confiavel, uma vez que permite avaliar o perfil alimentar individual de
cada inseto. O DNA mitocondrial tem sido utilizado em estudos evolucionarios
(Kocher et al., 1989), na identificacdo de espécies (Bataille et al., 1999), deteccao
de DNA de mamiferos (Tobolewski et al., 1992), identificacdo de repasto sanguineo
em insetos (Matsunaga, 1998) e também tem servido como marcador para
diagnostico molecular (Boakye et al., 1999; Irwin; Kocher; Wilson, 1991; Ngo;
Kramer, 2003). A utilizacdo do material genético mitocondrial é preferivel quando
comparado ao DNA gendmico, por apresentar varias copias e com grau de
polimorfismo limitado (Mukabana; Takken; Knols, 2002).

Diante do exposto e em virtude do processo de expansdo das areas
endémicas de leishmanioses, o presente estudo almejou avaliar a influéncia da
temperatura no ciclo biolégico de Lutzomyia spp., identificar possiveis fontes de
repasto sanguineo de flebotomineos capturados em ambiente peridomiciliar,
objetivando compreender as relacdes estabelecidas entre os flebotomineos e outros
animais hospedeiros de Leishmania e conseqlentemente fornecer subsidios as

acOes de controle da doenca no Estado.
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2 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a preferéncia alimentar de fémeas do género Lutzomyia em
condigbes experimentais, acompanhar o ciclo biolégico a diferentes
temperaturas e identificar as principais fontes de alimentacdo sanguinea
dessas fémeas em areas endémicas de LV na regidao metropolitana de
Natal.

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a preferéncia alimentar de fémeas Lutzomyia diante de fontes
diversas de repasto, em laboratorio.

2. Avaliar a influéncia do sangue de diferentes animais na taxa de
oviposicao desses insetos.

3. Avaliar a influéncia da temperatura no ciclo bioldégico de fémeas
Lutzomyia.

4. Identificar as espécies de Lutzomyia presentes no peridomicilio dos
municipios de Nisia Floresta e Sdo Gongalo do Amarante, area da
Grande Natal, RN.

5. Identificar as fontes principais de repasto sanguineo de fémeas
Lutzomyia, em areas endémicas para LV, utilizando como marcador
molecular o gene do citocromo b das espécies comumente expostas
ao vetor: Homo sapiens, Canis familiaris, Gallus gallus, Equus caballus
e Euphractus sexcintus.

6. Analisar a prevaléncia de infecgao por Leishmania chagasi em fémeas
Lutzomyia capturadas em dareas endémicas para leishmaniose

visceral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacido da Area de Estudo

A regido metropolitana de Natal € constituida por oito municipios,
compreendendo Natal, Parnamirim, Sao Goncalo do Amarante, Ceara-Mirim,

Macaiba, Extremoz, Nisia Floresta e Sdo José do Mipibu (Figura 09).

TAIPU
CEARA-MIRIM

Figura 9 - Regiao Metropolitana de Natal.
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Essa regido ocupa uma superficie de 2.511,80 Km? cobrindo 4,7% do
territério estadual, contando com uma populagdo em 2000 de 1.097.273 habitantes
que corresponde a 39,5% da populacédo do Estado. A regido metropolitana de Natal
cresceu, entre 1991 e 2000; 2,6% ao ano (IBGE, 2000).

3.2 Captura de flebotomineos

Foram realizadas coletas em areas da regido metropolitana, de fevereiro a
junho durante os anos 2006 e 2007, nos municipios de Nisia Floresta e Sao
Gongalo do Amarante.

Para captura dos insetos foram utilizados capturadores manuais e armadilhas
luminosas do tipo CDC (Control Disease Center), instaladas em areas extra e
peridomiciliares (Figura 10) entre as 17h30min e 18h00 e retiradas as 06h00 do dia
seguinte.

Figura 10 - Armadilha do tipo CDC, em ambiente extradomiciliar.

Em Nisia Floresta, as armadilhas foram colocadas em area peridomiciliar

(Figura 11), préximas a abrigos de animais como: cdo, cavalo, jumentos, galinhas,



38

pebas, além da presenca de humanos. Em Sao Gongalo do Amarante, as capturas

foram feitas manualmente utilizando capturadores de Castro no intradomicilio.

Reszidénciain=5)

1.Smts
2mts
_ 3 mts Galinh=iro
Abrigo de mits
Paba >
n=010 =
=

Figura 11 - Disposicao das armadilhas (*) no peridomicilio em Nisia Floresta.

3.3 Triagem, identificacao e conservacao dos flebotomineos

Os insetos foram transportados para o laboratério de Bioecologia de Parasitos
e Vetores — Departamento de Microbiologia e Parasitologia no Centro de Biociéncias
da UFRN. No laboratério, os insetos capturados foram triados, sendo os
flebotomineos separados dos diversos outros insetos. As fémeas foram mantidas na
colénia, os machos foram identificados utilizando a chave de identificacdo de
YOUNG e DUNCAN (Young, 1994).

3.4 Grupo de fémeas para manutencao da colénia em laboratério

As fémeas silvestres foram alimentadas em hamster anestesiado com
ketamina / xylasina (1:1). Ap6s a hematofagia, as fémeas foram transferidas para

potes de gesso para realizacao da postura dos ovos. Apds a postura, os ovos foram
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contados e o ciclo biolégico de Lu. longipalpis foi acompanhado. A geracao F4 foi

mantida em estufa BOD, a temperatura de 25°C e umidade entre 80 e 90%.

3.4.1 Preferéncia alimentar de fémeas Lu. longipalpis geradas em laboratorio

Grupos de aproximadamente 100 fémeas da geragdo F; foram alimentadas
em vertebrados de pequeno porte, incluindo prea — Galea spixii, porquinho da india
- Cavia porcellus, catita - Monodelphis domestica, timbu - Didelphis albiventris,
sagui - Callithrix jachus, gato - Felis catus, cao - Canis familiaris, galinha Gallus
gallus e hamster - Mesocricetus auratus todos sedados com ketamina/xilasina (1:1).
Por meio de uma membrana de pele de pinto, em um alimentador artificial 66
fémeas foram alimentadas com sangue humano. Um total de 97 fémeas capturadas
durante o repasto sanguineo em cavalos, em seguida foram transferidas para potes
de postura, onde o desenvolvimento dos flebotomineos foi acompanhado.

Foi realizada dosagem protéica do sangue dos animais utilizados nesse
experimento, para observar se havia diferencas significativas nas concentragdes do

soro de cada animal.

3.5 Grupos de fémeas submetidos a diferentes temperaturas

Grupos de fémeas Lutzomyia longipalpis da geracado Fi foram mantidos em
estufa BOD, em temperaturas variadas, 22°, 28°, 32° e 35°C, fotoperiodo 12:12h e
umidade em torno de 80%.
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3.6 Grupo de fémeas para realizacao da PCR

As fémeas coletadas proximas a abrigos de animais foram sacrificadas a -
20°C, e em seguida, foram mantidas e conservadas em freezer -80°C para ser
usadas na determinacdo do animal fonte do repasto sangliineo e avaliacdo da

infectividade por Leishmania.

3.6.1 Desenho dos oligonucleotideos (primers)

Cinco pares de primers, contendo 25 pares de base (pb) cada, foram
desenhados utilizando o software Primer3, a partir de um alinhamento multiplo das
seqliéncias polimérficas do gene do citocromo b provenientes do Genbank de
espécies distintas: Homo sapiens (EF488201.1), Canis familiaris (NC_002008.4),
Gallus gallus (NC_007236.1), Equus caballus (AY584828.1) e Euphractus sexcintus
(DQ243724.1). Para evitar o anelamento cruzado (dimerizacdo) foi utilizado uma

diferenca de 5 a 7 pb entre os pares de primers utilizados no estudo (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncia de primers para gene do citocromo b.

Primer Sequéncia Tm  Tamanho do produto
Homo sapiens FW ATACGCAAAATTAACCCCCTAATAA
Homo sapiens RV ATGTTTCAGGCTTCTGAGTAGAGAA 53°C 335
Canis familiaris FW CTAACATCTCTGCTTGATGGAACTT
Canis familiaris RV TGCGAATAATAGTACAATTCCAATG 58°C 293
Gallus gallus FW AATTAACAACTCCCTAATCGACCTC
Gallus gallus RV TGTGAAGGAAGATACAGATGAAGAA 58<C 254
Equus caballus FW TCACTCTTTTATTGACCTACCAACC
Equus caballus RV GAATGTGTAAGAGCCGTAGTAGAGG 61°C 283
Euphractus sexcintus FW ATGACTAACATCCGTAAGACTCACC

Euphractus sexcintus RV GAAATAGGCCTGTTAAAATTTGGAT 58°C 151
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3.6.2 Extracao de DNA

O DNA total dos insetos foi extraido de acordo com a metodologia
padronizada por Michalsky et. al., 2002. Os insetos foram macerados
individualmente em 35 pl de tampao de lise (100mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 25 mM
EDTA, 0,5% SDS, pH 8,0). Ap6s a adicao de 5 pl/inseto de proteinase K (10 mg/ml),
estes foram incubados a 56°C por 3 horas. O DNA foi extraido por adicao
equivalente de fenol: cloroférmio: isoamilico (25:24:1) e precipitado com adicdo de
0,1 volume de acetato de aménio 7,5 M e 2 volumes de etanol absoluto gelado. Este
foi levado ao freezer - 80°C durante 40 minutos, em seguida o precipitado foi lavado
com etanol 70%, apds a secagem o DNA foi ressuspenso em 50 pl de H>0 miliQ.

A extragdo do DNA dos animais inclusos no estudo foi feito a partir da coleta
do sangue periférico segundo a técnica de Grimberg (Grimberg et al., 1989). O DNA
de todas as amostras foi quantificado em espectrofotémetro (Ultrospec1100) a 260
nm. As amostras de DNA foram utilizadas na concentracédo de 20 ng/ul e mantidas a

4°C para uso nas PCR’s.

3.6.3 Reacao em Cadeia da Polimerase — PCR

Os segmentos do gene do citocromo b foram amplificados utilizando 5ul da
amostra de DNA (20ng/ul); 2,5ul de tampéo NEB (10x); 1,0ul de dNTP’s (10 pM);
0,5 ul de primer forward (10pM/uL); 0,5 pl de primer reverse(10 uM/uL); 0,05 pl de
Taq polimerase (5 U/ul) e 15,45 pl de agua miliQ, sendo o volume final de 25
puL/tubo. As condigdes de ciclagem da reacdo para o gene do citocromo b,
consistiam numa desnaturacgéo inicial de 2 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos a
94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 68°C por 2 minutos e a extenséo
final se deu a 68°C por 05 minutos.

Na reacdo em cadeia da polimerase para amplificacdo do kDNA de
Leishmania foram utilizados 5 pl da amostra de DNA (20 ng/ul); 2,5 pl de tampao
NEB (10x); 1,0 de dNTP’s (10 uM); 1,0 ul de primer forward (5- GGG GTT GGT
GTA AAA TAG -3’); 1,0 pl de primer reverse (5 — CCA GTT TCC CGC CCC G -3));
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0,25 uL de Taq polimerase (5 U/ul) e 15,25 ul de agua miliQ, senod volume final de
25 pl/tubo. Para o kDNA, as condicdes de ciclagem foram: uma desnaturacéao inicial
de 93°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 93°C por 30 segundos, 60,5°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto.

Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1,5%,
corados com brometo de etidio e visualizados em luz UV. Para avaliar a
sensibilidade e especificidade dos primers para o gene do citocromo b, foram
testados os DNAs dos animais (Homo sapiens, Canis familiaris, Equus caballus,
Gallus gallus e Euphractus sexcintus) com todos os sets de primers dos animais
inclusos no estudo.

3.6.4 Sequenciamento

Os produtos de PCR foram purificados utilizando 5U de Exonuclease | € 2,5U
de fosfatase alcalina de camardo. As amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora e
as enzimas desnaturadas a 75°C por 15 min. Os produtos de PCR foram entao
seqienciados utilizando o kit BigDye® versao 3.1 (Applied Biosystems) e os produtos
de reacéo precipitados segundo o protocolo do fabricante. Os produtos foram entdo
desnaturados em 10 uL de formamida e submetidos a separagdo no analisador
genético ABI 3100 Avant (Applied Biosystems).
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4 RESULTADOS

4.1 Preferéncia alimentar de Lu. longipalpis em animais anestesiados e taxa
de oviposicao

As fémeas geradas em laboratério e alimentadas em animais anestesiados
apresentaram variabilidade na preferéncia alimentar de acordo com os animais
oferecidos para repasto sanglineo. As fémeas alimentadas com sangue humano,
em um alimentador artificial com pele de pinto, apresentaram uma taxa de
preferéncia alimentar de 98,0% e uma taxa de oviposi¢cao de 14 ovos/fémea; 97,0%
para o porquinho da india - Cavia porcellus com oviposicdo de 19 ovos/fémea;
97,0% para o cavalo - Equus caballus com 19 ovos/fémea; 86,0% no céo - Canis
familiaris com 10,3 ovos/fémea; 81,4% no prea — Galea spixii com 26 ovos/fémea,;
73,0% na galinha - Gallus gallus com 14 ovos/fémea; 71,3% no timbu - Didelphis
albiventris com 8,4 ovos/fémea; 73,0% na galinha - Gallus gallus com 14
ovos/fémea; 36,0% no sagtii - Callithrix jachus com 15 ovos/fémea; nenhuma fémea

realizou repasto em gato - Felis catus (Tabela 2).

Tabela 2 - Preferéncia alimentar de Lu. longipalpis alimentadas em diferentes animais.

Fonte de Repasto Aceitacdo % Ovos/fémea

Pele de Pinto - Sangue Humano 98 14
Cavia porcellus 97 19

Equus caballus 97 19

Canis familiaris 86 10,3

Galea spixii 81,4 26

Gallus gallus 73 14
Didelphis albiventris 71,3 8,4
Monodelphis domestica 42,8 0
Callithrix jachus 36 15

Felis catus 0 0
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4.2 Ciclo biolégico de Lu. longipalpis em laboratoério a diferentes temperaturas

O ciclo de vida de flebotomineos a temperatura ambiente utilizando como
fonte de repasto hamster anestesiado mostrou uma taxa de oviposicdo variavel
entre 21 — 50 ovos por fémea. Os fatores exdgenos que afetaram esta média
incluiram umidade e temperatura. O periodo de incubacao dos ovos, sob condi¢des
experimentais, foi de 5 — 11 dias. Ap6s a eclosdo dos ovos observou-se a
seqliéncia ao ciclo biolégico seguindo os estadios larvais (L1, Lo, Lz e L4). Este
periodo variou de 17 — 20 dias. Apdés o0 4° estadio, a larva se prendeu a um
substrato e se manteve em uma fase de dorméncia, permanecendo imovel cerca de
10 dias, ou seja, a fase pupal, até a emergéncia do inseto adulto. O ciclo bioldgico
total de flebotomineos, a temperatura ambiente, sob condi¢des laboratoriais, foi de
32 — 40 dias. A temperatura de 28°C, umidade relativa do ar entre 80 — 90% e ciclo
claro — escuro 12: 12h, a populacado F{ de Lu. longipalpis mostrou uma duragao
média de 50,8 dias, sendo estes dias distribuidos em 5,5 dias no tempo de
incubacao dos ovos; 21,4 dias em estagio larval; 3,2 dias para emergéncia de
adultos/ tempo em pupa e expectativa de vida das fémeas de 14,8 dias.

O ciclo biolégico dos flebotomineos se mostrou influenciado pela temperatura
e umidade, foi observado que a 32°C o ciclo bioldgico é de 31 dias, enquanto que a
28°C este aumenta para 50 dias e a 22°C para 79 dias. Em temperaturas mais
baixas as fases de ovo, larva e pupa sdo mais prolongadas. Com o aumento da
temperatura para 35°C, os ovos nao eclodiram, inviabilizando o curso do ciclo
biologico (Figura 12).
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Figura 12 - Duracdo média, do ciclo biologico de Lu. longipalpis, a diferentes temperaturas.

4.3 Abundancia e diversidade das espécies de flebotomineos

Nos municipios de Nisia Floresta e Sao Gongalo do Amarante, foi coletado
um total de 1.768 exemplares de flebotomineos, sendo 1.538 machos e 230
fémeas. Entre os machos, foram encontradas quatro espécies do género Lutzomyia:
Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 foi a espécie mais prevalente com 86,0%,
Lutzomyia evandroi Costa Lima & Antunes, 1936 com 10,5%, Lu. lenti Mangabeira,
1938 com 3,2%, Lu. whitmani Antunes & Coutinho, 1939 com 0,3%. A relacao entre
macho e fémea foi de 6 machos para 1 fémea.

Nas seis localidades de coleta em Sao Gongalo do Amarante, a espécie mais
encontrada foi Lu. longipalpis (n= 805), seguida de Lu. evandroi (n=28) encontrada
nas localidades de Canaa e Regomoleiro, Lu. whitmani (n=3) foi encontrada apenas

na localidade de Regomoleiro (Figura 13).
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Figura 13 - Abundancia de flebotomineos machos em Sdo Gongalo do Amarante.

Semelhante ao que foi observado em Sdo Gongalo do Amarante, em Nisia
Floresta Lu. longipalpis (n=519) também foi a espécie mais prevalente sendo
encontrada em todas as armadilhas proximas ao abrigo do peba, galinheiro e a
residéncia. Lu. evandroi (n=133) foi a segunda espécie mais encontrada nos trés
micro-ambientes, seguida de Lu. lenti (n=49) encontrada apenas proximo ao abrigo
do peba e do galinheiro, apenas um espécime de Lu. whitmani foi encontrado

proximo ao galinheiro (Figura 14).



47

220 Lu. fonginalnis

210
200
150
180
170
160
1:0
140
130
120
110
100

&0
70

50
40

30 Ly iert

20

= B

- ‘

Ly fanginainds

Cnoryinainis

toevarndror

N® de espécimes

Lo avandrod

L fant L

s
=2l (F P PR

Galinha ‘ Intradomicilic

Peba

Figura 14 - Abundéncia de flebotomineos machos no peridomicilio em Nisia Floresta. Acate a
sugestao feita pela banca e coloque tatu-peba em tudo

4.4 Identificacao das fontes de repasto sanguineo de flebotomineos

Das 230 fémeas coletadas 136 foram provenientes de Nisia Floresta e 94 de
Sao Goncgalo do Amarante. Foi extraido DNA de todos os espécimes com objetivo
de avaliar por PCR a principal fonte de repasto utilizada nas duas localidades, como
também a taxa de infectividade. Os marcadores moleculares utilizados no estudo da
identificacao da fonte de repasto sangliineo apresentaram elevada especificidade,

uma vez que nao foram observados anelamentos interespecificos (Figura 15).
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Figura 15 - Géis controle. Painel A — Controle humano: Linha 1: Marcador de peso molecular,
Linha 2: Branco, Linhas 3 e 4: DNA humano (controle positivo - 335 pb), Linhas 5 e 6: DNA humano +
primer céo, Linhas 7 e 8: DNA humano + primer cavalo, Linhas 9 e 10: DNA humano + primer peba,
Linhas 11 e 12: DNA humano + primer galinha, Linhas 13 e 14: DNA humano + primer timbu, Linhas
15 e 16: DNA humano + primer KDNA de Leishmania.

Painel B — Controle cédo: Linha 1: Marcador de peso molecular de 100pb, Linha 2: Branco, Linhas 3
e 4: DNA céo (controle positivo — 293 pb), Linhas 5 e 6: DNA cdo + primer humano, Linhas 7 e 8:
DNA céo + primer cavalo, Linhas 9 e 10: DNA c&o + primer peba, Linhas 11 e 12: DNA céo + primer
galinha, Linhas 13 e 14: DNA cdo + primer timbu, Linhas 15 e 16: DNA c&o + primer KDNA de
Leishmania.

Painel C — Controle cavalo: Linha 1: Marcador de peso molecular de 100pb, Linha 2: Branco, Linha
3 e 4: DNA cavalo (controle positivo — 283 pb), Linhas 5 e 6: DNA cavalo + primer humano, Linhas 7
e 8: DNA cavalo + primer cao, Linhas 9 e 10: DNA cavalo + primer peba, Linhas 11 e 12: DNA cavalo
+ primer galinha, Linhas 13 e 14: DNA cavalo + primer timbu, Linhas 15 e 16: DNA cavalo + kDNA de
Leishmania.

Painel D — Controle galinha: Linha 1: Macador de peso molecular 100pb, Linha: 2: Branco, Linha 3
e 4: DNA galinha (controle positivo — 254 pb), Linhas 5 e 6: DNA galinha + primer humano, Linhas 7
e 8: DNA galinha + primer cdo, Linhas 9 e 10: DNA galinha + primer cavalo, Linhas 11 e 12: DNA
galinha + primer peba, Linhas 13 e 14: DNA galinha + primer timbu, Linhas 15 e 16: DNA galinha +
primer KDNA de Leishmania.

Painel E — Controle peba: Linha 1: Marcador de peso molecular 100pb, Linha 2: Branco, Linhas 3 e
4: DNA peba (controle positivo — 152 pb), Linhas 5 e 6: DNA peba + primer humano, Linhas 7 e 8:
DNA peba + primer cdo, Linhas 9 e 10: DNA peba + primer cavalo, Linhas 11 e 12: DNA peba +
primer galinha, Linhas 13 e 14: DNA peba + primer timbu, Linhas 15 e 16: DNA peba + primer kDNA
de Leishmania.
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As fémeas (n = 136) coletadas em Nisia Floresta apresentaram um
percentual de 50,7% de repasto sanguineo realizado em peba - Euphractus
sexcintus, o amplificado corresponde a 151 pb (Figura 16).
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Figura 16 - Amplificacdes do gene do cyt b de Euphractus sexcintus em fémeas Lutzomyia.
Linha 1 e 15 — Marcador de peso molecular 100 pb; Linha 2: Branco; Linha 3: Controle positivo;
Linha 4: Controle negativo (DNA de macho Lutzomyia); Linhas 5, 8 e 14: fémeas Lutzomyia.

Dentre as 94 fémeas coletadas em Sao Gongalo do Amarante 12,8%
apresentaram amplificagdo de 335 pb (Figura 17), correspondente a repasto
sanguineo realizado em humanos - Homo sapiens. Nao foi encontrada nenhuma
amplificagéo referente aos demais animais observados no peridomicilio como caes,
galinhas, jumentos, gatos, entre outros.

300 ph

Figura 17 - Amplificac6es do gene do cyt b de Homo sapiens em fémeas Lutzomyia.
Linha 1: Marcador de peso molecular 100 pb; Linha 2: Branco; Linha 3: Controle positivo;
Linha 4: Controle negativo (DNA de macho de Lutzomyia); Linha 6: fémea Lutzomyia.

Para validar a reacdo em cadeia da polimerase e confirmar a identificacdo das
fontes de repasto, foi realizado sequenciamento dos produtos de PCR das fémeas
que apresentaram amplificacdo para o gene do citocromo b de Homo sapiens e
Euphractus sexcintus.

O sequienciamento dos amplificados apresentou grande similaridade com as
seqliéncias obtidas a partir do GeneBank para o gene do citocromo b de Homo
sapiens e Euphractus sexcintus (Figuras 18 e 19).
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Homo zgpiens AAATTAATTALCCACTCATTCATCGACCT CCCCACC CCATCCAACATCTCCCECATC-ATC
Auostra 1 et e Sl s e o e b e e pE R b R e R Eg

Homo sapiens AAACTTCGGCTCACTCCT TGGCGCC TGCCT G—————ATCCTCCALATCAC CAC AGA CTA
Awostra ] MAZ. .. NC. AR, NNTCHMMN.G.NGG NGG GRRAG. . . ... ... ....... HNTTCH

Homo sapiens ——-TTCCTAGCCATACACTACTCACCAGACGCCTCARCCECCT TTTCATCAATCGCCCACA
Awostra 1 AACMNN. T._ ... L T e e o

Homo =apiens TCACTCGAGACGTAAAT TATGGCTEAATCATC CGCTACCT TCACGCCART GRCGCCT AL
N T e = A AR Ayt SR 1] A TAT s s e (e DA e S

Homo sapiens TATTCTTTATCTGCCTCTTC CTACACATCGGGCGAGECCTATATTAC GRATCAT
Anostra 1 e e e C:

Figura 18 - Alinhamento entre as seqiiéncias nucleotidicas de Homo sapiens (EF488201.1) e
produto amplificado de PCR. ( - ) GAP, ( . ) nucleotideo idéntico, amostra 1: seqiiéncia nucleotidica
do produto de PCR amplificado fémea Lutzomyia spp. com repasto realizado em Homo sapiens.

Euphm::tus sexcintus CACTATTTARAAATCAT TAACCALT CATTCAT TRACT TACCCACC CCAACAAGCATC TCAT
Amostra 2 it e . i B £ e s B -

Euplractus sexcintus CATG-ATGAAATTIT T--GGTTCACTACTAGSCAT CTGOCTAGTC
Amostra 2 B e W e A e pl S, e ey EEGTA e e e GT

Figura 19 - Alinhamento entre as seqliéncias nucleotidicas de Euphractus sexcintus
(DQ243724.1) e produto amplificado de PCR. (-) GAP, (.) nucleotideo idéntico, amostra 2 =
seqliéncia nucleotidica do produto de PCR amplificado (fémea Lutzomyia spp. com repasto realizado

em Euphractus sexcintus.

A presenca de gap’s pode ter sido em conseqiéncia de uma baixa
concentracao de DNA presente no produto da PCR, uma vez que a reacao avalia o
perfil de repasto individual de cada fémea Lutzomyia spp. Entretanto, quando
realizamos o BLAST das seqléncias, obtivemos um percentual de 84% para Homo
sapiens e de 85% para Euphractus sexcintus, confirmando e validando os achados

no estudo de preferéncia alimentar de fémeas Lutzomyia spp.
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4.5 Prevaléncia de infeccao por Leishmania chagasi em fémeas Lutzomyia
coletadas em areas endémicas para LV

Das 80 fémeas analisadas, provenientes de Sdo Gongalo do Amarante, foi
encontrada uma taxa de infectividade pelo kDNA de Leishmania correspondente a
5% (Figura 20).

Figura 20 - Amplificacao de kDNA de Leishmania em fémeas Lutzomyia.

Linha 1: Marcador de peso molecular, Linha 2: DNA humano, Linha 3 e 4: DNA de
Leishmania, Linha 5: Branco, Linhas 6, 7, 8 e 9: DNA de Leishmania, Linhas 10, 11, 12, 13 e
14: Fémeas coletadas em Sao Gongalo do Amarante.
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5 DISCUSSAO

A distribuicdo da leishmaniose visceral na América do Sul tem mudado
substancialmente nos ultimos 30 anos. Atualmente, a LV tem se expandido para
paises subtropicais da América do Sul e América Central (Almeida et al., 2005;
Soares, 2003). Lu. longipalpis, o principal vetor da L. i. chagasi nas Américas
apresenta ampla distribuicdo, em novas areas, incluindo o norte da Argentina e
Paraguai (Salomon et al, 2008), além disso, nestas novas &reas tém sido
confirmado casos de LV em caes e, esporadicamente, casos humanos. O
delineamento de agdes de intervencdo e controle das leishmanioses tem sido
permitido a partir de conhecimentos acerca da dinamica populacional,
caracteristicas biolégicas e comportamentais desses vetores. Dessa forma, a
identificacdo dos indices de preferéncia alimentar de alguns insetos, sejam
antropofilicos ou oportunistas, juntamente com a influéncia da temperatura na
cadeia biolégica do vetor é fundamental para delinear este novo padrdo de
transmissao das leishmanioses nas Américas.

A compreensdo do ciclo biolégico do vetor e de seus habitos alimentares
auxilia na determinacao de ecossistemas compativeis com a sobrevivéncia dos
insetos e permite um maior entendimento acerca dos possiveis animais que possam
esta servindo de fonte de repasto, além de identificar quais destes estdo sob o risco
de adquirirem a infeccdo por Leishmania. A expanséo da LV para novas areas da
América do Sul, incluindo areas com invernos amenos, pode significar que as
mudancgas globais, em virtude do aquecimento, tém propiciado temperaturas mais
compativeis com a adaptacdo dos flebotomineos para estas novas areas (Cross;
Hyams, 1996; Kovats et al., 2001).

No Brasil, a leishmaniose visceral é causada por L. i. chagasi e inicialmente
era considerada uma doenga classicamente zoonoética de ocorréncia rural,
atualmente, a LV tem apresentado um padrao periurbano de transmissao (Berman,
2006), a regiao Nordeste tem acompanhado o mesmo perfil de transmissédo da LV
no pais. No Rio Grande do Norte, o primeiro surto de leishmaniose visceral foi
notificado no ano de 1989, em Natal, capital do Estado, com um segundo pico
observado entre os anos de 1997 e 2000 (Jeronimo, et al., 2004; Jeronimo, et al.,

1994). O desenvolvimento dos grandes centros urbanos em areas endémicas para
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leishmaniose visceral resultou na expansao da doenca no Brasil como um todo,
tendo sido observada uma adaptacdo de Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, ao
ambiente periurbano (Lainson; Rangel, 2005; Lainson; Shaw, 1978; Sherlock, 1996;
Walsh; Molyneux; Birley, 1993).

No Rio Grande do Norte, Lutzomyia Ilongipalpis, principal vetor da
leishmaniose visceral nas Américas, perfaz um total de 85% da fauna flebotominica,
seguida de 11% de Lu. evandroi (Ximenes, et al., 2000) e embora, os machos néo
realizem repasto sanguineo, a abundancia destes estd diretamente associada a
abundancia de fémeas (Morton; Ward, 1989). Populagcdes de fémeas de
flebotomineos capturadas em ambiente silvestre ou criadas em laboratorio vem
sendo utilizadas em diversos experimentos para compreensao de seus parametros
alimentares. Estudos realizados sobre a preferéncia alimentar de Lutzomyia
longipalpis na Colémbia, demonstraram que esta espécie tem um amplo espectro
de possiveis hospedeiros naturais e, que os insetos preferiram claramente porcos e
vacas ao invés de galinhas, exibindo uma maior preferéncia por animais de grande
porte (Morrison; Ferro; Tesh, 1993). Em um estudo semelhante realizado na
Venezuela, o repasto sanguineo de Lutzomyia pseudolongipalpis Arrivillaga &
Feliciangeli, 2001 foi identificado por dot-ELISA e 37,3% dos espécimes coletados
havia realizado repasto sanguineo em caes e em cabras, um menor percentual foi
observado em ratos (Agrela et al., 2002). Um estudo de avaliacdo do perfil alimentar
de Lu. longipalpis realizado no Brasil, concluiu que a atracdo por diferentes
hospedeiros foi associada ao tamanho do animal que serve de fonte de repasto
(Quinnell; Dye; Shaw, 1992) e esta mesma conclusao foi alcancada por Campbell-
Lendrum e colaboradores com populagdes de Lu. whitmani (Campbell-Lendrum et
al., 1999).

No presente estudo, as fémeas de Lutzomyia spp. geradas em laboratério
também se alimentaram em animais de grande porte como humanos e cavalos,
seguido pelos caes, no entanto apresentou uma maior preferéncia pelos roedores
Cavia porcellus e Galea spixii, correspondendo a aproximadamente 90% dos
repastos realizados, resultado semelhante ao encontrado por Rébelo e
colaboradores em 2003. Em areas rurais do semi-arido do Rio Grande do Norte, os
predas - Galea spixii sdo encontrados em dareas endémicas de LV e ao serem
infectados experimentalmente com Leishmania i. chagasi nao apresentaram

alteragbes nos parametros bioquimicos hematologicos, nem lesées macro ou
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microscoépicas (Barbosa, 2005). No entanto, em laboratério observamos alta
preferéncia alimentar de fémeas por esse animal, e embora a participacao desses
animais nas cadeias epidemiologicas de LV ainda nao esteja esclarecida, a
presenga desses roedores em ambiente peridomiciliar aliado a capacidade de
manter a infeccdo estavel, sugere a necessidade de novos estudos envolvendo os
preas.

Diversos animais silvestres tém sido identificados como possiveis
hospedeiros de Leishmanias envolvidos na transmissdo da forma tegumentar da
doencga, entretanto, na forma visceral apenas cées, raposas, timbus e alguns ratos
foram encontrados com infecgdo natural pelo parasita. Em laboratério, as fémeas
apresentaram um percentual de aproximadamente 73% de preferéncia alimentar em
galinha Gallus gallus, e embora ndo exista nenhum relato na literatura sobre a
infeccdo por Leishmania em aves, a presenca de galinheiros nas proximidades
contribui para uma maior adaptagdo de fémeas Lutzomyia spp. € para a
manutencao da doenca no peridomicilio, nesse caso, a presenca de flebotomineos
infectados no peridomicilio dependeria da presenca de animais sinantrdpicos, como
timbus, juntamente com animais domeésticos susceptiveis a infeccao por L. i
chagasi (Dias Fde; Lorosa; Rebelo, 2003).

Do total de fémeas alimentadas nos diferentes animais, 71% preferiram
alimentagdo no marsupial. Esses animais freqientemente visitam galinheiros em
areas peridomiciliares e, no Brasil e na Colémbia foram encontrados infectados com
Leishmania i. chagasi (Sherlock, 1996; Travi et al., 1994). A reduzida preferéncia
alimentar pelos saguis (Callithrix jachus), provavelmente se deve a utilizacdo de
estratos espaciais diferentes dos utilizados pelos insetos, uma vez que esses
animais sdo arboricolas. A rejei¢ao foi total em gatos Felis catus, e isso pode ser
em consequéncia da existéncia de componentes quimicos que provavelmente
repelem o inseto, e embora os relatos de infecgcdo por Leishmania spp. nesses
animais sejam incomuns, um numero crescente de casos tem sido relatados na
América do Sul (Maroli et al., 2007). Casos autdctones de infecgdo por L. i. chagasi
e L. braziliensis em felinos tem sido recentemente relatados nos Estados de Sao
Paulo e Rio de Janeiro (Maroli, et al., 2007; Schubach et al., 2004; Simoes-Mattos
et al., 2005), entretanto o papel desses animais como reservatérios da doenca
ainda nao esta esclarecido. Em contrapartida, foi demonstrado por Maroli e

colaboradores que esses animais encontrados naturalmente infectados com um
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padrao cronico para infeccdo por Leishmania sdo capazes de infectar um vetor
competente para Leishmania i. chagasi (Maroli, et al., 2007).

Apesar de alguns autores classificarem Lu. longipalpis como uma espécie
antropofilica (Quinnell; Dye; Shaw, 1992), fémeas de Lu. longipalpis tém sido
observadas alimentando-se em uma variedade de animais vertebrados incluindo
cavalos, porcos, galinhas e jumentos (Deane; Deane, 1962; Lainson; Ward; Shaw,
1977), este carater oportunista ja foi verificado e constitui um aspecto ecolégico de
grande relevancia na epidemiologia do calazar (Morrison; Ferro; Tesh, 1993;
Quinnell; Dye; Shaw, 1992), entretanto, ainda nenhuma afirmacao precisa pode ser
feita quanto a preferéncia alimentar destes insetos. No RN, estudos realizados em
ambiente natural avaliaram a densidade populacional de Lutzomyia em abrigos de
animais e mostraram que Lutzomyia longipalpis e Lu. evandroi apresentaram
comportamento eclético na escolha do biétopo (Ximenes; Souza; Castellon, 1999).
Os resultados obtidos em laboratério corroboram os achados por Ximenes e
colaboradores, confirmando que em ambiente natural, Lu. longipalpis apresentou
uma maior preferéncia alimentar por cavalos, galinhas, roedores e pebas,
entretanto, Lu. evandroi apresentou uma maior preferéncia alimentar por pebas,
roedores, galinhas e cavalos (Ximenes; Souza; Castellon, 1999), provavelmente a
atracdo que os cavalos exercem sob Lu. longipalpis, € em conseqiéncia do porte
do animal e também devido ao grau de adaptacao desta espécie ao peridomicilio,
onde cavalos e jumentos sdo freqlentemente encontrados (Ximenes; Souza;
Castellon, 1999).

A agregacao de flebotomineos em éareas peridomiciliares esta diretamente
associada as condi¢des precarias de higiene e a presenga de abrigos de animais.
Esses abrigos servem como local de repouso para as fémeas, e a presenca de
matéria organica em decomposi¢do associada a temperatura e umidade elevadas
contribui para o desenvolvimento das formas imaturas desses insetos (Ximenes;
Souza; Castellon, 1999).

O potencial reprodutivo de flebotomineos depende de varios fatores, dentre
eles, a fonte de sangue utilizada para repasto tem sido bastante explorada, uma vez
que esse parametro pode influenciar na taxa de oviposicdo desses insetos e, na
capacidade que determinados animais apresentam em servir como reservatério
para infecgdo por Leishmania. Estudos realizados avaliando o comportamento

alimentar e a produtividade de ovos de duas colbnias de Lu. longipalpis, mostraram
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que o repasto sanguineo realizado em hamster, quando comparado ao sangue
humano aumenta a taxa de oviposicdo das fémeas (Ready, 1978; Ready, 1979).
Subseqglientemente, Rangel e colaboradores em 1986, estudaram o ciclo bioldgico
de Lu. longipalpis sob diferentes condigbes, como resultado obtiveram que a
oviposicao ocorre 5 dias apos o repasto sanguineo e a taxa de oviposicao varia de
24 a 52 ovos/fémea e que a fonte de repasto sanguineo também influencia nesse
parametro. No presente estudo, a taxa de oviposicdo das fémeas pareceu sofrer
uma maior influéncia dos parametros comportamentais das fémeas pela escolha
dos hospedeiros, do que dos niveis de proteinas totais presentes em cada sangue.
Fatores abidticos como clima e temperatura sdo parametros fundamentais
para compreensdo da biologia desses insetos. Estudos realizados com
Phlebotomus papatasi, principal vetor de Leishmania major no Velho Mundo,
avaliando a biologia desses insetos a diferentes temperaturas, mostraram que com
a diminuicdo da temperatura esses insetos apresentaram um metabolismo mais
baixo e o periodo de desenvolvimento das formas imaturas, desde a eclosao dos
ovos até a emergéncia de adultos, bem mais longo (Benkova; Volf, 2007). No nosso
estudo, o ciclo biolégico da geracao F; de Lu. longipalpis, coletados de populagdes
obtidas em &reas periurbanas da regiao metropolitana de Natal, apresentou uma
duragdo média de 50 dias, resultado semelhante ao encontrado por Ximenes e
colaboradores em 2001 com Lu. evandroi. Quando comparamos Lu. evandroi e Lu.
longipalpis, ambas apresentam grande similaridade no comportamento, no ciclo de
vida e na sua distribuicdo geografica (De Melo Ximenes Mde; Maciel; Jeronimo,
2001), entretanto Lu. evandroi ainda nao foi encontrada infectada com nenhuma
espécie de Leishmania. No presente estudo o ciclo biolégico de flebotomineos
criados em laboratério a 32°C se completou em 31 dias, mais rapido do que a 28°C
e a 22°C, resultado semelhante ao encontrado com outras espécies de
flebotomineos e ao encontrado por Ximenes e colaboradores em 2001, estudando
populagdes de flebotomineos da Grande Natal, onde se observou que o aumento
da temperatura diminuiu o periodo de incubagdo dos ovos e conseqlentemente a
duracao do ciclo biolégico dos insetos (De Melo Ximenes Mde; Maciel; Jeronimo,
2001). Recentemente surtos epidémicos de algumas doengas transmitidas por
insetos vetores tém sido associadas ao aquecimento global e mudancas climaticas
abruptas. O evento El Nifo € uma forte flutuacao climatica inter-anual representada

pelo aquecimento anormal das aguas Oceano Pacifico Equatorial, com grandes
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mudancas no clima global, causando longos periodos de seca (Cardenas, et al.,
2006). Muitos autores acreditam que variacbes sazonais nas populacdes de
Lutzomyia sao respostas do vetor as mudancas climaticas, a abundancia do vetor
também é influenciada pela temperatura, velocidade do vento e umidade, e a
sazonalidade do vetor provavelmente esta diretamente relacionada aos casos de LV
na regiao (Ximenes Mde et al., 2006). No Nordeste do Brasil o evento El Nifo
(ENOS) tem contribuido para reemergéncia das leishmanioses e as mudangas
climaticas tém coincidido com os surtos epidémicos de LV no Estado da Bahia,
onde o ciclo de incidéncia anual da doencga parece ter relagdo estreita com os
episédios de frequéncia e duragdo do evento (Franke, et al., 2002). Mudancgas
minimas na temperatura global em decorréncia de eventos climéaticos tem sido um
ponto de grande relevancia na compreensao epidemiologica das leishmanioses,
uma vez que estas mudancas causam alteracbes na densidade populacional do
vetor, na capacidade de adaptacdo do parasito e na densidade dos animais
hospedeiros. Um aumento de 4°C na temperatura resultou numa diminuicdo de 20
dias no ciclo biolégico de Lu. longipalpis, esse resultado obtido em laboratério
corrobora os achados literarios relacionando diretamente eventos climaticos,
mudancas exégenas e fatores abidticos sobre a densidade populacional do vetor.
Além de proporcionar o aumento da densidade vetorial, 0 aumento de temperatura
também acelera o desenvolvimento do parasito no intestino do vetor e
consequentemente aumenta os riscos de transmissdo de Leishmanias spp.
(Chaves; Pascual, 2006). A compreensdo do desenvolvimento das formas imaturas
de Lutzomyia spp., em laboratério, a diferentes temperaturas, pode auxiliar na
criagdo de novas medidas de controle do vetor e pode auxiliar também na logistica
de controle da transmissao da doenga, de acordo com as mudangas climaticas de
ocorréncia na regiao.

Dentre os machos capturadas no peridomicilio, Lu. longipalpis foi a espécie
mais abundante, revelando um maior grau de adaptacdo desta, ja mostrado
anteriormente por outros autores.

Lu. evandroi foi a segunda espécie mais encontrada (Ximenes, et al., 2000)
e, embora ainda n&do haja indicios da atuacdo dessa espécie como vetor na
transmissdo da leishmaniose em humanos (De Melo Ximenes Mde; Maciel;
Jeronimo, 2001), estudos realizados em Jacobina, na Bahia, indicam que Lu.

evandroi pode estar envolvida na transmissdo de leishmaniose visceral canina
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(Sherlock, 1996), e no RN foi a segunda espécie mais encontrada em areas
endémicas para LV, perfazendo um total de 11% da fauna flebotominica constituinte
do Estado (Ximenes, et al., 2000).

Lutzomyia lenti e Lu. whitmani foram encontradas em menor proporcao no
presente estudo e ambas s&o espécies envolvidas na transmissdo das
leishmanioses cutaneas.

No Brasil, a presenca de Lu. whitmani tem sido registrada em 26 estados
brasileiros com excecdo de Santa Catarina, e esta espécie apresenta uma relagao
bastante préxima com as espécies de leishmania dermotrdpicas, no Nordeste,
Sudeste e Norte do pais tem sido considerada responsavel pela transmissdo da
espécie L. braziliensis, além de também ser apontada como transmissora de L.
shawi, sendo o principal elo entre os parasitos, animais reservatérios silvestres e, o
homem (Da Costa et al., 2007). Recentemente, a presenca de Lu. whitmani também
foi associada a uma variedade de vegetagdes desde a floresta amazénica, cerrado
até a caatinga nordestina (Da Costa, et al., 2007). No Maranhao, Lu. whitmani foi
capturada no peridomicilio, indicando um padrdo urbano de transmissdao da
leishmaniose cutanea (Leonardo; Rebelo, 2004), no Ceara, Lu whitimani foi
encontrada naturalmente infectada por L. braziliensis em area de leishmaniose
cutédnea (De Queiroz et al., 1991). Além de estar presente em quase todo Brasil e
em paises da América Latina, como Guiana Francesa, Peru, Paraguai e Argentina,
a presenga de Lu. whitmani tem sido associada as drasticas modificagdes
ambientais e, um novo padrdo de transmiss&o de leishmaniose tem se estabelecido
em consequéncia da devastacdo de areas verdes, propiciando a adaptacao desta
espécie em area peridomiciliar (Da Costa, et al., 2007).

Uma maior diversidade de flebotomineos foi observada no municipio de Nisia
Floresta, onde quatro espécies de Lutzomyia spp. foram encontradas,
provavelmente devido a uma maior presengca de abrigos de animais no
peridomicilio, pelas precérias condigcbes de higiene e também pelos pontos de
coleta se localizarem proximos a um fragmento de Mata Atlantica. Nas coletas
realizadas proximas ao domicilio capturamos exemplares de Lu. longipalpis (n=168)
e Lu. evandroi (n=11), esta informagdo sugere a adaptagdo dessas espécies ao
peridomicilio. Embora as galinhas ndo desenvolvam infeccao por Leishmania spp.,
como citado anteriormente, as armadilhas dispostas proximas ao galinheiro foram

as que apresentaram uma maior diversidade de espécies, sendo encontrados
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exemplares de Lu. longipalpis( , Lu. evandroi, Lu. lenti e Lu. . Nas proximidades do
abrigo dos pebas nao foram encontrados exemplares de Lu. whitmani.

Em todos os pontos de coleta a espécie mais encontrada foi Lu. longipalpis,
confirmando o grau de adaptacdo dessa espécie e reforcando o seu carater
oportunista.

No municipio de Sdo Gongalo do Amarante dentre os seis pontos de coleta,
um total de 805 exemplares de Lu. longipalpis foi encontrado em todos os locais,
seguido de 28 exemplares de Lu. evandroi coletados apenas nas localidades de
Canaa e Regomoleiro, apenas trés exemplares de Lu. whitmani foram coletados na
localidade de Regomoleiro. O alto numero de espécimes de Lu. longipalpis
coletados no peridomicilio em Sdo Gongalo do Amarante e Nisia Floresta explica o
registro de ocorréncia de casos de LV humana e canina confirmados nos
municipios.

A compreensdao da multiplicidade de relagbes estabelecidas entre
flebotomineos, animais hospedeiros e leishmanias, é essencial a epidemiologia das
leishmanioses. Dias e colaboradores (Dias Fde; Lorosa; Rebelo, 2003) descrevem
gue o conhecimento de hébitos alimentares de espécies de flebotomineos e suas
fontes sanguineas tem grande valor no delineamento de agdes para controle e
vigilancia da doenca em sua manifestacao tegumentar ou visceral. A agregacao de
diversos animais vertebrados aliada as condi¢des precarias de higiene e habitacao
proporciona uma maior ligacdo entre os flebotomineos e a transmissdo das
leishmanioses no peridomicilio. A presenga de abrigos de animais no peridomicilio
influencia a disseminagdo da LV em areas periurbanas da Grande Natal, as
condicbes dos abrigos e os animais presentes nesses locais sdo atrativos aos
flebotomineos e contribuem com a peridomiciliagéo de Lu. longipalpis.

Neste estudo, fémeas de Lu. Longipalpis coletadas em Sao Gongalo do
Amarante realizaram repasto sangiineo somente em humanos, enquanto que, as
fémeas coletadas em Nisia Floresta realizaram repasto sangliineo em pebas. Sabe-
se que as galinhas exercem uma forte atragdo sobre os flebotomineos, embora
esses animais nao desenvolvam a infecgao por Leishmania a presenca destes pode
exercer um efeito zooprofilatico na area (Alexander, et al., 2002). Embora ainda néo
haja dados na literatura que evidenciem exatamente o papel dos pebas na
transmissdo das leishmanioses, a presenca de abrigos desses animais no

peridomicilio, em associacdo com caes, contribuiu para a agregacao dos
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flebotomineos, possivelmente aumentam o risco de contato entre os insetos vetores
e humanos e, consequentemente, poderia ser um fator de risco na transmissao de
Leishmania spp. em ambientes periurbanos (Ximenes; Souza; Castellon, 1999). No
Brasil, Lu. (P.). ayrozai Barreto e Coutinho, 1940 tem sido incriminado como vetor
de Leishmania (V.) naiffi a partir de pebas Dasypus novemcinctus infectados,
ocorrendo principalmente na regidao Norte (Le Pont, 1990). No presente estudo, o
alto numero de fémeas alimentadas em peba pode ter resultado da facilidade de
acesso ao animal, e consequentemente ao alimento, uma vez que 0s animais eram
mantidos em um abrigo parcialmente fechado. Os resultados encontrados no
presente estudo, sejam em condigcbes de laboratério ou em ambiente natural,
reforcam o comportamento eclético e oportunista de fémeas Lutzomyia spp., €
sugerem que uma maior atencao deve ser dada a presencga de animais domésticos
e sinantrépicos no peridomicilio. A presenca desses animais em areas periurbanas
pode resultar na agregacdo de flebotomineos nesses locais, possibilitando um
micro-ambiente apropriado aos transmissores de Leishmania nessas areas.

Sendo assim, a utilizacdo de medidas de saneamento no peridomicilio sdo
fatores importantes para diminuir a densidade de flebotomineos em &reas urbanas.
Na india, a alta densidade populacional humana aliada a presenca de micro-
ambientes favoraveis a agregacao de Phlebotomus papatasi, tem levado a um
comportamento alimentar de carater antropofilico em ambientes peridomiciliares
(Maroli; Khoury, 2004).

Em é&reas onde a transmissdo da doenga é relativamente alta, a infeccéao
natural de populacbes de fémeas Lutzomyia spp. por Leishmania é de
aproximadamente 0,5% (Rogers; Bates, 2007). No presente estudo, foi verificada a
taxa de infectividade de 80 fémeas coletadas em Sao Gongalo do Amarante, destas
5% estavam infectadas com Leishmania chagasi, percentual 10 vezes maior que o
normalmente encontrado. Dados encontrados na literatura mostram que a infec¢ao
do vetor por Leishmania manipula o comportamento alimentar do inseto,
aumentando a eficiéncia de transmissdo do parasito (Rogers; Bates, 2007). A
presenca do parasito no trato digestivo do inseto também aumenta a persisténcia de
picada do vetor e estimula o repasto em multiplos hospedeiros, além disso, esses
dois aspectos, concomitantemente, promovem a diferenciacdo do parasito no
interior do trato digestivo (Rogers; Bates, 2007). No municipio de Sao Gongalo do

Amarante, Lu. longipalpis foi a espécie mais encontrada no intradomicilio e a
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principal fonte de repasto sangiineo utilizada pelas fémeas foram humanos, dentre
as fémeas coletadas, 4 estavam infectadas com Leishmania chagasi. Esse cenario

explica a ocorréncia dos casos de LV humana encontrados no municipio.
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6 CONCLUSOES

1)

2)

Fémeas de Lutzomyia spp., criadas em laboratério, apresentaram perfil
alimentar eclético, como demonstrado em outros estudos.

Parametros comportamentais, como a escolha da fonte de repasto
sanguineo em laboratério, parecem ter uma maior influéncia na
oviposicdo do que o0s niveis de proteinas totais presentes em cada
hospedeiro.

O ciclo biolégico de Lu. longipalpis é influenciado pela temperatura e
umidade relativa do ar. Em condi¢cdes de laboratério, a elevagdo da
temperatura reduz a duragédo do ciclo biolégico, diminuindo o intervalo
para emergéncia de novos adultos prontos para alimentacdo em
animais infectados por Leishmania, aumentando a possibilidade de
instalagdo de um ciclo de transmissdo do parasito entre os insetos e
vertebrados presentes em areas endémicas.

Os pebas foram preferidos como fonte de alimento para os
flebotomineos quando se compara a galinhas, hospedeiros humanos e
cao presentes no peridomicilio em Nisia Floresta.

Os pebas foram a principal fonte de repasto sangliineo de fémeas
Lutzomyia spp., provavelmente devido a presengca de um micro-
ambiente favoravel a agregagcdo destes insetos. Além disso, esses
dados apontam para o possivel papel desse animal como fonte de
alimento e, consequientemente, como elo de cadeias alimentares em
ambiente natural, uma vez que, tais vertebrados sao freqientemente
encontrados no sertdo nordestino, nas mesmas 4&reas onde o0s
flebotomineos séo capturados e casos de LV s&o notificados.

As capturas realizadas em Sao Gongalo do Amarante ndo permitem
conclusdes acerca da preferéncia alimentar dos flebotomineos, por
terem sido realizadas predominantemente em ambiente intradomiciliar.
No entanto, a taxa de infecgcao por Leishmania chama atengédo para os
riscos de transmissdo do parasito para o0 homem e para a necessidade

de vigilancia entomoldgica constante.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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