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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma doenca endémica em varios estados do Brasil.
O agente etiolégico é o protozoério Leishmania (L.) infantum chagasi e o principal
vetor € o flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis. Estudos epidemioldgicos
tém utilizado a PCR convencional para mensurar a taxa de infeccdo de
flebotomineos, como estratégia para aumentar a sensibilidade diagnostica. Entre as
principais vantagens deste meétodo destaca-se a sensibilidade e especificidade,
independente do nimero, estagio e localizacdo de Leishmania no trato digestivo do
vetor. Nesse sentido, o presente trabalho objetivou comparar genes com diferentes
nameros de coOpias para detectar L. chagasi em area endémica para LV da
Amazonia oriental, no municipio de Barcarena, estado do Para. Foram realizadas
capturas de 280 fémeas de flebotomineos Lu. longipalpis utilizando armadilhas de
luz tipo CDC, no periodo de novembro de 2003 a fevereiro de 2004. O DNA foi
extraido a partir do inseto inteiro, sem dissec¢ao prévia, utilizando SDS e KOAc e
empregado em reacOes de PCR para os genes de Leishmania: mini-exon, DNA do
cinetoplasto (KDNA) e subunidade ribossomal 18S (SSU-rRNA). Foram empregados
0s seguintes iniciadores: D1 (5’-CCAGTTTCCCGCCCCG-3) e D2 (5-
GGGGTTGGTGTAAAATAG-3’) que amplificam 780pb do gene kDNA; R221 (5'-
GGTTCCTTTCCTGATTTACG-3') e R332 (5-GGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3')
que amplificam 600pb do gene da subunidade menor do ribossomo (SSU-rRNA);
S1629 (5-GGGAATTCAATAWAGTACAGAAACTG-3) e S1630 (5'-
GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA-3’) que amplificam 400pb do gene mini-exon.
A amplificacdo do gene da subunidade 28S rRNA (Lul- 5'-
TGAGCTTGACTCTAGTTTGGCACS3 e Lu2 5-AGATGTACCGCCCCAGTCAAA-3’)
de Lu. longipalpis foi utilizado como controle para a extragdo do DNA do vetor,
amplificando um fragmento de aproximadamente 370pb. Do total de 280 amostras
de fémeas Lutzomyia longipalpis, 24 (8,6%) apresentaram resultados positivos para
0 gene kDNA; 20 (7,1%), para o gene mini-exon; e 15 (5,3%) para o gene SSU-
rRNA. Assumindo o resultado da taxa de infeccdo natural para o KDNA, a
sensibilidade dos testes para os genes mini-exon e SSU-rRNA foi de 83,3% e 63%,
respectivamente. A taxa de infec¢do foi considerada elevada e preocupante, visto
que 62,5% dos vetores infectados foram coletados no intradomicilio; 37,5%, no
peridomicilio. Os dados demonstram a importancia da PCR como ferramenta para
investigagdo da epidemiologia molecular da leishmaniose visceral para a estimativa
de risco de transmissdo da doenca em area endémica, com maior confiabilidade
para o uso do DNA do cinetoplasto do parasita como marcador.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral; Leishmania (L.) infantum chagasi; Lu.
longipalpis.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is endemic disease in the majority of states in Brazil. The
causative agent of VL the protozoan Leishmania (L.) infantum chagasi and the main
vector the sandfly Lutzomyia longipalpis. Epidemiological studies have used
conventional PCR to measure the ratio of sandfly infection as a strategy to increase
the sensitivity of VL diagnosis. The main advantage of this method is the sensitivity
and specificity, regardless of number, stage and location of Leishmania in the
digestive tract of the vector. The aim of the present study was to compare genes with
different numbers of copies to detect L. (L.) i. chagasi in an endemic area for VL in
Oriental Amazon, in Barcarena, Para State. A total of 280 Lu. longipalpis female
phlebotomine were captured using CDC light traps, from november 2003 to february
2004. The DNA was extracted from the whole insect (no dissected), using SDS and
KOAc. PCR for the genes mini-exon, kinetoplast DNA (kDNA) and 18S ribosomal
subunit (SSU-rRNA) of Leishmania was used. The following primers were utilized: D1
(5-CCAGTTTCCCGCCCCG-3") and D2 (5-GGGGTTGGTGTAAAATAG-3 ') that
amplify KDNA gene 780bp; R221 (5'-GGTTCCTTTCCTGATTTACG-3 ') and R332
(5-GGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3") that amplify 600bp of the gene of the
ribosomal small subunit (SSU-rRNA); S1629 (5'-
GGGAATTCAATAWAGTACAGAAACTG-3 ) and S1630 (5'-
GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA-3') that amplify the 400bp mini-exon gene.
The 28S rRNA gene amplification LUl (5-TGAGCTTGACTCTAGTTTGGCAC-3)
and LU2 (5-AGATGTACCGCCCCAGTCAAA-3') of Lu. longipalpis was used as
control for extraction of vectors with amplifies a fragment of approximately 370bp. In
a total of 280 samples of Lu. Longipalpis females, 24 (8.6%) were positive for the
gene kDNA; 20 (7.1%) for the mini-exon gene, and 15 (5.3%) for the SSU-rRNA
gene. Assuming the result of natural infection rate for the KDNA, the sensitivity of the
tests for the mini-exon and SSU-rRNA genes were 83.3% and 63%, respectively. The
infection rate was high and concerning, given that 62.5% of infected vectors were
collected intra-household, and 37.5% in the peridomicile. These data show the
importance of PCR as a tool for investigating the molecular epidemiology of VL for
estimating the risk of disease transmission in endemic areas, with kinetoplast DNA
showing better reliability as a marker for the parasite.

Key words: Visceral Leishmaniasis; Leishmania (L.) infantum chagasi; Lu.
longipalpis.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo, depois da malaria, as doencas causadas por
protozoarios que mais afetam a populacdo, sendo que o numero de infeccbes no
mundo inteiro chega a 12 milhdes. Esta enfermidade é endémica nos cinco
continentes, atingindo 88 paises localizados em regifes tropicais e subtropicais,
sendo 72 paises em desenvolvimento, sendo a maioria dos casos em Bangladesh,
Brasil, india e Sud&o. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a
cada ano surgem 2 milhdes de novos casos, sendo 1,5 milhdo por leishmaniose
cutanea e 500.000 pela forma visceral (WHO, 2009).

O agente etiolégico da leishmaniose visceral encontrado nas Américas é o
protozoario da espécie Leishmania (L.) infantum chagasi Cunha & Chagas, 1937
(PIMENTA et al., 2003), que tem como vetor o flebotomineo Lutzomyia longipalpis e
como reservatorio peridoméstico o cdo (Canis familiaris); sendo o cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous), o cachorro-do-mato-vinagre (Speothos venaticus) e a raposa

(Vulpes vulpes), reservatorios em area silvestre (LAINSON, 2010).

A identificacdo correta desses parasitas é importante ndo apenas para um
melhor entendimento da epidemiologia desses agentes, mas também para que o
tratamento adequado seja aplicado ao paciente (SHAW & LAINSON, 1987). No
diagnéstico laboratorial, a identificacdo de formas amastigotas no aspirado de
medula éssea, baco, linfonodos ou figado € considerado padrdo ouro, porém sao
procedimentos invasivos, possuem sensibilidade variavel e contra-indicacdes. Os
testes sorologicos de imunofluorescéncia indireta (IFl), teste de aglutinacdo direta
(DAT) e imunocromatografia com o antigeno rk39 apresentam limitagcdes em relacéo
a sensibilidade e especificidade (ATTAR et al., 2001; GARCIA-GARCIA et al., 2006).

Nesse sentido, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido apontada
como técnica alternativa, ndo invasiva e altamente eficiente para o diagnostico da
infecgcdo, mostrando sensibilidade de 82% a 100%; e especificidade de 100%
(SINGH et al., 1999; LACHAUD et al., 2000; XIAO-SU et al., 2000).

Muitos autores estdo associando a pesquisa de campo as técnicas de biologia
molecular, devido sua maior sensibilidade, especificidade e rapidez. A PCR tem sido

utilizada para deteccdo e tipagem molecular de Leishmania, a partir de
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flebotomineos para deteccdo da infeccdo natural (MIRANDA et al., 2002,
RODRIGUEZ et al, 1999), o que tem propiciado melhor compreensdao da

epidemiologia da doenca.

A correta identificag@o das espécies de Leishmania circulantes em vetores de
determinadas areas endémicas é de suma importancia na ado¢do de medidas de
prevencdo e controle da parasitose, assim como nas condutas terapéuticas. A
utilizacdo de métodos moleculares tem permitido melhor compreensdo da
distribuicAo geografica das espécies e da delimitacdo dos elos da cadeia
epidemioldgica, sendo possivel conhecer vetores e reservatorios, de cada espécie,
com o entendimento da genética de populacdes de focos endémicos e epidémicos.
E importante ainda ressaltar que, diferentemente da maioria dos municipios
brasileiros, o0 municipio de Barcarena apresenta grande parte da sua populacao
(62,91%) vivendo em area rural oferecendo, portanto, condi¢cdes ecoepidemiolégicas

favoraveis para manutencéo da doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BIOLOGICO

A leishmaniose € uma doenca que vem atingindo o homem desde a
antiguidade. Descricbes sobre leishmaniose tegumentar sdo encontradas na
literatura do primeiro século D.C., na Asia Central, onde a moléstia era referida como
“ulcera de Balkh”, area totalmente endémica de leishmaniose tegumentar, no norte
do Afeganistdo. Ja no Novo Mundo, existem ceramicas sul-americanas da época de
400 a 900 anos D.C., que mostram rostos humanos com mutilacbes bem
semelhantes aquelas associadas a leishmaniose cutanea e mucocutanea (LAISON
et al., 1997).

As espécies de Leishmania no Novo Mundo estdo agrupadas e classificadas
em dois subgéneros: o subgénero Leishmania e o subgénero Viannia. Podem
ocorrer lesdes nas visceras (FIGURA 1), trata-se da Leishmaniose Visceral
Americana, ou lesbes na pele e nas mucosas do nariz, boca e faringe, que é a

Leishmaniose Tegumentar Americana (FIGURA 2).

FIGURA 1- ASPECTO CLINICO DA LV, DEMONSTRANDO HEPATOESPLENOMEGALIA.
FONTE: http://www.leishrisk.net Bridging Research Leishmaniasis Control.



http://www.leishrisk.net/
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FIGURA 2- ASPECTOS CLINICOS DA LTA.

NOTA: (A) Forma Cutanea (Les&do Classica em Moldura); (B) Forma Mucosa; (C) Forma
Difusa; (D) Forma Disseminada.

FONTE: GONTIJO & CARVALHO, 2003.

Nas Américas as espécies de Leishmania séo transmitidas por flebotomineos
pertencentes aos géneros Psychodopygus e Lutzomyia, dependendo da localizacao
geografica. Vulgarmente conhecidos como “tatuquira”, “mosquito de palha”, “birigui”,
ou “cangalhinha” — da ordem Dipteria, Familia Psychodidae, Sub-familia
Phebotominae. Alguns sdo peridomiciliares, porém a maioria é de habito silvestre

(SILVEIRA et al., 1997).

Nas Américas, as leishmanioses podem ser classificadas em dois grupos
principais, Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral
(LV). A LTA é transmitida por varias espécies de flebotomineos e pode variar na sua
sintomatologia e na progressao clinica da doenca dependendo do agente etioldgico
(CHAPPUIS et al., 2007). As formas clinicas da LTA incluem a leishmaniose cutanea

e a leishmaniose cutaneo-mucosa.

No Brasil, as espécies de parasitas envolvidos com a patogenia das LTA séo
a Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e a Leishmania
(Leishmania) amazonensis. Além das espécies citadas, ha outras de menor

importancia meédico-epidemioldgica, tais como Leishmania (Viannia) lainsoni,
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Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia)
lindenbergi (LAINSON & SHAW, 1998; SILVEIRA et al., 2002).

Ja a LV, por apresentar sintomas semelhantes a outras doencas tropicais,
torna-se dificil encontrar referéncias que possam identificar a ocorréncia da mesma
na antiguidade, tanto no Velho Mundo como no Novo Mundo. No entanto, é seguro
dizer que a condi¢cdo clinica dos paises da Regido Mediterranea referida como

“anemia infecciosa do baco” ou “anemia do baco infantil” tratava-se de LV
(LAINSON, 1997).

Os parasitas do género Leishmania sao digenéticos (heteroxenos) e
apresentam em seu ciclo de vida apenas duas formas evolutivas: a forma
promastigota (FIGURA 3.A), que é flagelada e extracelular, e a forma amastigota
(FIGURA 3.B), que € intracelular e sem movimentos. As promastigotas apresentam
corpo alongado, medindo entre 14 e 20um e flagelo livre. As amastigotas tém corpo
ovoide, medindo entre 2,1 e 3,2um e flagelo interno (LAINSON & SHAW, 1987).

& o

o .
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\ gﬁ.. ‘o‘. ; K
, .. ‘....‘ ‘
»
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- A ‘,. B W, .. "
2 ‘\‘ . e‘ ‘e

FIGURA 3- FORMAS DA Leishmania chagasi.
NOTA: (A) Forma Flagelada Promastigota. (B) Forma Flagelada Amastigota.
FONTE: Manual e Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, 2006.

O ciclo biolégico desses parasitas no hospedeiro vertebrado ocorre quando a
fémea do flebotomineo, ao sugar o sangue de um animal infectado ingere junto com
0 sangue, macrofagos parasitados encontrados na pele ou no sangue periférico
(FIGURA 4). No tubo digestivo do inseto, as formas amastigotas modificam-se e
assumem a forma promastigota, que se multiplicam por divisdo binaria e depois
migram para a probdscida, de onde os flagelados podem entdo ser inoculados

durante a proxima alimentacdo sanguinea do inseto (LAINSON et al., 1986).
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FIGURA 4: CICLO DA Leishmania sp. NO HOSPEDEIRO INVERTEBRADO E MAMIFERO.
NOTA: 1- Fémea de flebotomineo infectada regurgita as formas promastigotas metaciclicas
durante o repasto sanguineo sobre a pele lesionada, 2 — promastigotas séo fagocitados por
macrogago, 3 — dentro dos macrofagos, no interior dos vacuolos parasitoforos, as formas
promastigotas se diferenciam em amastigota, 4 - amastigotas podem ser liberados e sdo
capazes de infectar novos macréfagos, disseminando o parasita, 5 - flebotomineo se infecta
ao exercer sua hematofagia em um reservatério mamifero infectado, 6 - juntamente com o
sangue ocorre a ingestdo de formas amastigotas livres ou intramacrofagicas no tecido
subcutaneo, 7 - amastigotas no trato digestivo do inseto se diferenciam em formas
promastigotas prociclicas, 8 — forma promastigota multiplicando-se por divisdo binaria e irdo
migrar para a probdéscide do vetor.

FONTE: CDC - Centro de Controle e Prevencédo de Doengas — com modificacdes.

O homem e alguns animais domésticos sdo hospedeiros acidentais, atingidos
pelo contato com areas de mata. A parasitose humana vem sendo relatada em areas
florestais que sofreram modificacbes ambientais para o desenvolvimento agricola,
mineragdo, construcdo de estradas, usinas hidroelétricas etc., fato que representa
um sério problema econdmico, principalmente para paises em desenvolvimento
(LAINSON et al., 1994).
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2.2. SISTEMATICA

Segundo Leedale e Vickerman (2000), o género Leishmania tem a seguinte

posicao sistematica:
Reino: Protozoa
Sub-reino: Neozoa
Infra-reino: Discicristata
Filo: Euglenozoa Cavalier - Smith, 1981
Classe: Euglenoidea Butschli, 1884
Ordem: KINETOPLASTEA Honigberg, 1963
Sub-ordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880
Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901
Género: Leishmania Ross, 1903 emend. Saf’janova, 1982
Sub-género Leishmania Saf” janova, 1982

Sub-género Viannia Lainson & Shaw, 1982

2.3. LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV, também conhecida como Calazar, Esplenomegalia Tropical, Febre
Dundun, dentre outras denomina¢gdes menos conhecidas, é uma sindrome
sistémica, infecciosa, ndo contagiosa, de carater habitualmente crbnico, podendo
levar o individuo a 6bito quando nao diagnosticado e tratado a tempo. Quanto ao
modo de transmissdo, a doenca pode ser dividida em LV zoonética quando a
transmissdo ocorre de um animal para um vetor e deste para uma pessoa; e
antroponotica quando a via de transmissao ocorre de uma pessoa para um vetor e
deste para outra pessoa (CHAPPUIS et al., 2007).
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Embora o Brasil esteja entre os paises de notificacdo obrigatdria da doenca,
devido ao aumento do numero de casos e a dificuldade de diagndstico em areas
isoladas ou menos favorecidas, limitam a precisdo de incidéncia e prevaléncia da
doenca, 0 que torna os indices divulgados distante do grau real de

comprometimento dessas populacdes (LAURENTI, 2010).

A expansdo da LV é diretamente influenciada por mudangcas ambientais,
acarretando em formas adaptativas de vetores mais resistentes, que migram do
ambiente silvestre para o peridomiciliar, aumentando o risco de transmissao da
doenca. Apesar de ser considerada uma doenca tipicamente rural, varios surtos
urbanos tém sido relatados, devido as condicfes epidemiolégicas favoraveis, em
locais com grande densidade populacional e condi¢cdes sanitarias precarias
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Segundo Dujardin (2006), as trés maiores causas
para o0 aparecimento e reaparecimento das leishmanioses s&o as mudangas

ambientais, condi¢do imunolégica humana e falha no tratamento.

Além disso, no Brasil pode ocorrer outro importante meio para a transmissao
da doenca sem a presenca do vetor, pela via classica, através de transfuséo
sanguinea. Isso se deve ao fato dos testes sorolégicos para LV ainda ndo estarem
incluidos na triagem dos doadores (LAURENT]I, 2010).

A patogenia das leishmanioses é fortemente influenciada por fatores inerentes
ao hospedeiro, como caracteristicas genéticas e resposta imunolégica; por fatores
inerentes ao parasita, como a viruléncia da espécie de Leishmania infectante; e
ainda por fatores relacionados ao vetor, como sua competéncia vetorial. Como
resultado dessa interacdo, observa-se uma variedade de manifestacdes clinicas,
histopatoldgicas e imunopatolégicas no homem. Ocorre um comprometimento dos
orgdos que compbdem o Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), local de
multiplicacdo do parasita que se hiperplasiam e se hipertrofiam em resposta a
infeccdo (DIETZE & CARVALHO, 2003). Observam-se alteragcdes estruturais
organicas ou teciduais como a esplenomegalia, hepatomegalia, adenomegalia,
anemia, leucopenia e hipergamaglobulina (HUGGINS, MEDEIAS E FARIAS
JUNIOR, 1993; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Segundo Bardar6 et al. (1986) a LV pode assumir um carater espectral, que
determina diversas formas clinicas, variando de uma forma silenciosa assintomatica,

as formas sub-clinicas ou oligossintomaticas, agudas, até a forma classica. A forma
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oligossintomatica ou sub-clinica é a forma mais frequentemente observada da
doenca, caracterizada por febre baixa recorrente, tosse seca, diarréia, sudorese e
prostracdo; com a presenca de formas amastigotas no baco, linfonodos e érgéos
hematopoiéticos. A forma aguda se assemelha a uma septicemia, com diarréias,
febre alta e tosse, na presenca de raras alteracbes hematopoiéticas e discreta
hepatoesplenomegalia, com duracdo de no maximo dois meses, com parasitismo
mais frequente no figado e no baco. Pode ser confundida clinicamente com febre
tifdide, malaria, esquistossomose, doenca de Chagas aguda, toxoplasmose aguda e
histoplasmose. A forma sintomética, cronica ou classica € uma forma de evolugéo
prolongada da doenca, com desnutricdo protéico-calérica, edema generalizado e
abdome globoso. O emagrecimento € progressivo e leva o0 paciente a caguexia
acentuada. E comum a dispinéia, cefaléia, dores musculares, perturbacdes

digestivas, epistaxes, com evolucao para obito.

Por se tratar de uma doenca debilitante de carater imunodepressivo,
infeccbes bacterianas secundarias sdo comuns e podem levar o paciente a 6bito; e
juntamente com o0s processos hemorragicos sdo os principais fatores de risco para a
morte na LV. Portanto, a identificacdo precoce dos pacientes que poderdo evoluir
mal é de fundamental importancia para se reduzir a letalidade por meio da instituicdo
de medidas terapéuticas e profilaticas eficazes.

2.4. VETOR Lutzomiya longipalipis

De acordo com Silva et al. (1990), Lutzomyia longipalpis € uma das espécies
de flebotomineos do Novo Mundo mais bem distribuidas, sendo uma das poucas
espécies americanas que se adaptou a ambientes domésticos e peridomésticos
(FIGURA 5). No Brasil, Lu. Longipalpis tem sido encontrado nos mais variados
habitats, estendendo-se de centros urbanos a é&reas rurais, com uma ampla
variedade de ecoOtopes em areas periurbanas (MUKHOPADHYAY et al., 1998). A
espécie foi descrita pela primeira vez por Lutz & Neiva, em 1912, a partir de insetos
capturados nas margens do rio Tieté no estado de Séo Paulo, na gruta de Maquine

em Minas Gerais e em uma mata do rio Trombetas no Para (LUTZ & NEIVA, 1912).
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ETH" T k B
FIGURA 5: ADULTOS DE Lu. longipalpis OBSERVADOS EM ESTEREOMICROSCOPIO.
NOTA: Aumento 80x: A — Macho e B — Fémea.

FONTE: AMORA, 2009

A saliva de Lu. longipalpis contém maxadilan (MAX), um peptideo de 7kDa,
vasodilatador potente e com propriedades imunomodulatérias, que inibe a agdo dos
macréfagos (LERNER et al., 1991). Lerner & Shoemarker (1992) clonaram e
produziram MAX recombinante em Escherichia coli com as mesmas propriedades da
proteina salivar. Sua atividade vasodilatadora é 500 vezes maior que a do CGRP
(Calcitonin Gene-Related Peptide), até entdo o mais potente vasodilatador

conhecido.

Vérias publicacdes relatam sua capacidade de imunomodulacédo, implicando-o
como fator de promocdo da infeccdo, desviando a resposta Thl para Th2 e
favorecendo a evolugdo da doenca (SOARES et al., 1998; ROGERS & TITUS, 2003;
GILLESPIE, MBOW & TITUS, 2000). Esses mecanismos (vasodilatacdo e
imunomodulacg&o) propiciam condi¢gfes ideais para a inoculacdo do parasita em seu
hospedeiro, com resposta inflamatéria minima, o que sugere a exploracdo desses
mecanismos promovidos pelo MAX no emprego de vacina experimental para

leishmaniose.

Segundo Warburg et al. (1994), a forma visceral da leishmaniose é afetada
pela quantidade de MAX, pois Lu. longipalpis que apresentam pouca quantidade
desta substancia causam somente lesdes cutaneas; por outro lado, os vetores
encontrados no Brasil e Coldmbia tém maior concentracdo de MAX, ocasionando
visceralizagdo dos parasitas, com inducdo a LV.
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2.4. DIAGNOSTICO DA LV E IDENTIFICACAO DO PARASITA

Tradicionalmente, o diagnoéstico da doenca tem sido feito pela identificacdo
direta dos parasitas encontrados em punc¢des, em associacdo com as observagdes
clinicas; Reacéo Intradérmica de Montenegro (RIM); e cultivos in vitro e in vivo
(ISHIKAWA, 2002). A identificacdo microscopica direta ainda € um método simples,
de baixo custo e seguro para o diagnostico da doenca; porém essas praticas néo
permitem a identificacdo das espécies de Leishmania, necessarios para os estudos

epidemioldgicos

Entre os métodos imunoldgicos desenvolvidos e empregados no diagnastico
da doenca, estédo os testes sorologicos de imunofluorescéncia indireta (IFl), ensaios
imunoenziméticos (ELISA) e reacdo de aglutinacdo direta (DAT), que é um teste
simples e proporciona rapida deteccdo de anticorpos e antigenos do parasita em
casos de LV. Tais metodologias expressam 0s niveis de anticorpos circulantes,
avaliando os parametros imunologicos do hospedeiro, porém podem ocorrer reacdes
cruzadas com anticorpos contra outros patdgenos, o que torna dificil a identificacdo
do parasita por espécie (LAINSON et al., 1986).

A caracterizacdo e identificacdo de amostras de Leishmania para
determinacdo de espécie tém sido realizadas por comparacdo da mobilidade
eletroforética de varias isoenzimas, que podem ser analisadas em gel de amido ou
acetato de celulose. No entanto, h4 a necessidade de um grande numero de
parasitas cultivados e a utilizacdo de cepas padrdes de referéncia em cada gel a ser
analisado (GARDENER et al., 1974).

Nos ultimos quinze anos, métodos moleculares como hibridacdo de DNA,
eletroforese de isoenzimas, Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) e
PCR tém sido desenvolvidos para a identificagdo de certas espécies de Leishmania,
isolados de cultura ou de pacientes (RODRIGUEZ et al.,, 1994), assim como na
deteccdo do parasita em espécimes de flebotomineo (SILVA & GRUNEWALD,
1999). Entre as principais vantagens da PCR destaca-se a sensibilidade e
especificidade, independente do numero, estagio e localizacdo da Leishmania no
trato digestivo do vetor (MICHALSKY et al., 2002).
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2.5. TECNICA DE PCR APLICADA NA DETECCAO DE LEISHMANIA

Desde sua concepcdo em 1985, a técnica de PCR tem tornado sequéncias
génicas previamente inacessiveis ou dificeis de serem obtidas, frequentemente
disponiveis para isolamento, andlise, clonagem e manipulacéo in vitro (WALKER &
RAPLEY, 1999).

A PCR consiste em uma técnica in vitro fundamentalmente simples, rapida e
sensivel, capaz de produzir em poucas horas especificamente milhdes de copias de
uma determinada sequéncia-alvo. Inicialmente, € necessaria a construcao por
sintese quimica de dois oligonucleotideos de DNA (iniciadores) complementares as
extremidades de cada fita de DNA, flanqueando a regido de interesse. Esses
oligonucleotideos servem como iniciadores da sintese de DNA in vitro, que é

catalisada pela DNA polimerase.

A aplicacdo da PCR é bastante abrangente, sendo direcionada para o estudo
estrutural e funcional de genes, assim como instrumento diagndstico espécie-
especifico para doencas infecciosas, no diagnéstico de defeitos genéticos, estudos
evolutivos, polimorfismos de DNA, medicina forense, etc (ANDRADE, 1993).

Métodos diagnoésticos para a leishmanioses tém sido desenvolvidos baseados
na amplificacdo de diversos alvos de DNA, como o minicirculo de kDNA, o gene

rRNA, mini-exon e sequéncias gendmicas repetidas (ARANSAY et al., 2000).

O minicirculo de kDNA é considerado um alvo ideal, ja que esta presente em
10.000 copias por célula, que estao distribuidas entre dez diferentes classes de
sequéncias (FIGURA 6). Além disso, a sequéncia minicirculo € conhecida para a
maioria das espécies de Leishmania, possuindo uma regido variavel que oferece

precisao na discriminagao entre especies.
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FIGURA 6- DIAGRAMA ESQUEMATICO DA ORGANIZACAO DE CADA MINICIRCULO DE

Leishmania.

NOTA: Localizagdo dos iniciadores para género (120pb) e L. donovani (145pb). Iniciadores

descritos por Fernandes et al., 1996

FONTE: www.ebi.ac.uk/parasites/lkDNA/Source.html, modificado pela autora.

O gene mini-exon esta presente no genoma nuclear de Kinetoplastidae em

aproximadamente 200 copias, ordenadas em repeticdes tandem e consistindo de

trés diferentes partes: um éxon, um intron e uma regido intergénica (FIGURA 7). O

éxon € composto por uma sequéncia de 39 nucleotideos, altamente conservado em

todos Kinetoplastidae, que é adicionado pos-trancricionalmente a extremidade 5’ dos
MRNA nucleares (MARFURT et al.,, 2003). Através do tamanho do gene e da

sequéncia da regido intergénica do gene mini-exon pode-se agrupar Leishmania do

Novo Mundo em trés grupos: espécies Viannia (250pb); espécies dermotropicas de
Leishmania (350pb) e L. chagasi (400pb) (DEGRAVE et al., 1994).


http://www.ebi.ac.uk/parasites/kDNA/Source.html
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FIGURA 7- ESTRUTURA DO GENE MINI-EXON.

2.6. EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE DA LV

Estima-se que no mundo inteiro ocorram 59.000 mortes por ano causadas
pela LV (DUJARDIN, 2006). Porém, esta taxa pode estar subestimada pelo fato que
as notificacbes sdo obrigatérias em apenas 33 dos 88 paises afetados pela doenca
(DESJEUX, 2004). Desta forma, dos dois milhdes de casos estimados ao ano,
somente 600 mil sdo oficialmente notificados, 0 que mostra uma elevada taxa de
sub-notificagdo (WHO, 2001).

Nas duas ultimas décadas, a LV reapareceu no mundo de forma preocupante.
No Brasil, epidemias urbanas foram observadas em varias cidades e a doenca tem
sido verificada como infec¢cdo oportunista em pacientes com AIDS, a semelhanca do
que se observa no sul da Europa. Além disso, a expanséo da epidemia acometendo
grupos de individuos jovens ou com co-morbidades tem ocasionado numero elevado
de 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

O Programa de Vigilancia e Controle da LV no Brasil tem como principal
objetivo a reducdo do numero de casos e de 6bitos por meio do diagnéstico e
tratamento precoces (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2011). No
entanto, no periodo de 2001 a 2009, no Brasil, 0 numero de casos confirmados
variou de 49,9% (2001) a 86,5% (2007); e as maiores taxas de letalidade foram nos
anos de 2003 (7,6%) e 2004 (7,8%), decaindo para 5,5% em 2009 (FIGURA 8). Em
Barcarena, a letalidade foi de 3,7%, em 2004; enquanto que na Amazonia Legal foi
de 6,52% no mesmo periodo (SINAN/SIM, 2010).
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FIGURA 8: GRAFICO DE CASOS CONFIRMADOS, CASOS CURADOS E LETALIDADE
POR LV NO BRASIL, NO PERIODO DE 2001 A 2009.
FONTE: SINAN/ SIM/ IBGE- junho/2010

A partir de 2002, observou-se um aumento na incidéncia (taxa/100.000
habitantes) da LV no Brasil, variando de 1,5 para 2,2 em 2004, mostrando-se
constante nos anos de 2005 (2,25) e 2006 (2,26), com reducéo no ano de 2007 para
1,91. Em Barcarena as taxas de incidéncia foram muito superiores a esse valores
para todos os periodos comparados, superando também as estimativas para a
Amazobnia Legal (SINAN/SIM, 2010). Uma visivel expansdo da doenca ocorreu a
partir de 2003 (13,12), com taxas de 76,7 e 82,3 nos anos de 2004 e 2005, e
reducao para 21,6 somente em 2009, indice considerado ainda elevado (FIGURA 9).

E importante destacar que os homens s&o mais vulneraveis a doenca que as
mulheres. Tal fato estd associado ao maior contato com as areas de mata, no
trabalho com a agricultura e caca. A taxa de incidéncia para menores de 5 anos e
maiores de 60 anos representa a domesticacdo do flebotomineo, que sai do
ambiente silvestre para ocupar ambientes domiciliares, mudando a dindmica do ciclo
da doenca e aumentando o risco de infec¢do para a populacdo de area endémica
(SINAN/SIM, 2010).
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FIGURA 9: GRAFICO DA INCIDENCIA DE LV NO BRASIL, AMAZONIA LEGAL E
BARCARENA.
FONTE: SINAN/ SIM/ IBGE- junho/2010, modificado pela autora.

O monitoramento da LV em &reas endémicas é de extrema importancia para
o controle da doenca no intuito de reduzir as taxas de letalidade e aumentar o
namero de casos curados. Para isso é necessario uma série de medidas bem

definidas, entre elas o diagnostico precoce e tratamento adequados.

Na regido Norte, os casos de LV tém aumentado, principalmente nos Estados
do Para, Tocantins, Roraima e Amapa (CRESCENTE, 2008). Um aumento de
26,03% de casos de LV foi registrado na regido Norte no periodo de 1990 a 2008,
sendo que no municipio de Barcarena, esse aumento foi muito expressivo, passando
de 9 casos em 2003, para 78 em 2005, como observado na FIGURA 10 (OLIVEIRA,
2009).

N2de Casos de LV

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

FIGURA 10 — CASOS DE LV EM BARCARENA, ESTADO DO PARA, DE 2000 A 2008.
FONTE: SESPA, modificado por OLIVEIRA, 2009.
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A expanséo da LV no Estado do Para nas ultimas décadas se deve a uma
série de fatores, entre eles: 0 aumento demografico, resultando em desmatamentos
desordenados que propiciam a invasao do ambiente peridomiciliar pelo vetor; o
descontrole da populagdo de cdes domésticos nas areas endémicas, altamente
susceptiveis a infeccdo por Leishmania (L.) i. chagasi, contribuindo para a
manutencao do ciclo peridomiciliar; a migracdo de populacdes ndo imune de outras
regides; e a conduta dos profissionais de saude diante de um paciente com quadro
febril, no sentido de inclui-lo como suspeita diagnéstica para LV, principalmente as
criancas (LAINSON, 1988; 1989).

No periodo compreendido entre 2000 a 2004, Barcarena registrou uma
incidéncia média anual de 0,36 casos de LV por 1.000 habitantes (SESPA, 2004),
sendo 67% dos casos no sexo masculino e 56% em menores de 15 anos. No
mesmo periodo, foram registrados 14 casos de AVL na localidade de Santana do
Cafezal, o que promoveu uma média anual de 2,8 casos por 1.000 habitantes da

doenca nesse periodo.



29

3. JUSTIFICATIVA

O estudo da biologia de Leishmania é de suma importancia para o
entendimento da interacdo parasita-hospedeiro entre espécies do Novo Mundo e
seus respectivos vetores, principalmente quando se trata do Brasil, responsavel por
90% dos casos de LV e com grande incidéncia da doenca nas formas cutanea e
mucocutanea (SOARES & TURCO, 2003).

A incidéncia cada vez mais elevada de leishmanioses no mundo representa
um seério problema de saude publica. Ndo ha duvida de que existe uma franca
expansdo do numero de casos de LV no Brasil, representando uma das principais
endemias no Estado do Par4, com os municipios de Soure e Barcarena ocupando o
11°e 13° lugar, respectivamente, no numero de casos da doenca no Estado (DOS
SANTOS, 2002).

Métodos moleculares tém sido aplicados com sucesso em estudos da
competéncia vetorial de flebotomineos (RODRIGUEZ et al., 1999), incluindo areas
de baixos indices de infeccao (SILVA & GRUNEWALD, 1999). Como a localidade de
Cafezal, no municipio de Barcarena, é caracterizada como uma area endémica para
LV em expanséo torna-se importante a utilizacdo de métodos moleculares rapidos e
sensiveis, como a PCR para realizar uma avaliagdo da infeccdo natural dos

flebotomineos circulantes no local.

Considerando-se que diferentes marcadores para PCR, que detectam
distintas regides génicas de Leishmania causadora de LV que tém sido desenhados,
torna-se importante conhecer a eficiéncia destes marcadores em estudos
epidemiologicos. Assim neste estudo pretende-se detectar a infeccdo natural de
flebotomineos na regido de Barcarena e analisar a eficiéncia de alguns marcadores
para PCR.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo molecular de cepas de Leishmania (L.) infantum
chagasi isoladas de flebotomineos Lu. longipalpis naturalmente infectados na
localidade de Cafezal, area endémica da leishmaniose visceral, no municipio de

Barcarena, estado do Para.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a taxa de infeccado natural em flebotomineos, utilizando PCR
para amplificar os genes mini-exon, kDNA e SSU-rRNA do genoma de

Leishmania.

e Avaliar a sensibilidade e especificidade da PCR para identificacdo de
Leishmania com os marcadores moleculares: Mini-exon, KDNA e SSU-
rRNA.

e Verificar o percentual de flebotomineos infectados capturados no ambiente

intra e peridomiciliar.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. AREA DE ESTUDO

A area estudada abrange a regido norte do Brasil, no municipio de Barcarena
(FIGURA 12), localidade Santana do Cafezal (0°3'38.38"S/ 47°39'3.36" O), que
compreende uma comunidade de colonos residentes as margens do rio Cafezal.
Dista 7 km da sede do municipio de Barcarena, a qual faz parte da regido
metropolitana de Belém, capital do Estado do Para, pertencentes a Amazbnia
Ocidental. O clima de Barcarena é quente equatorial iumido, sendo, na classificacdo
de Koppen, do tipo Amazodnico. A temperatura média anual é de 27° C, com
amplitude térmica minima. Precipitacdes abundantes, acima de 2.500 mm ano,
ocorrem mais nos seis primeiros meses e, menos intensamente, nos ultimos seis
meses do ano (SEPOF-PA, 2009).

1565 iaria ChaR

p 4 Soure| Séor
Lara
Laranjal o e pia

do_Jarn
2y Vigia o

o
Salvaterra Augusto
Corréa

0.0
Capaneme | | giagina . Viseu

onta gz, | Belém s © Castanhal R
ras P Benevides

A Barcarens

Almeirim
S

o cioth
Sho Miguel o Capitéo
do Guama Pogo

BR
Atamia

andia o
oL
A \ Vitdria

Eldorado o
50 mi Parauspebas 0 - 005 C31AI%S %
I 100 km Dados cartograficos ©2011 MapLigk, Eucopa Technologies - Termgsde Uso

FIGURA 11- MAPA DO ESTADO PARA DESTACANDO A LOCALIZACAO DO MUNICIPIO
DE BARCARENA.
FONTE: Google Maps, mofificado pela Autora, 2011.
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O municipio de Barcarena possui uma area de 1.310,33 Km2 com uma
populacdo de 99.859 habitantes, sendo 36.297 (36,35%) residentes na zona urbana
e 63.562 (63,65%) na zona rural (IBGE, 2010).

5.1.1. Areas de coleta

Santana do Cafezal é caracterizada como zona rural, onde cerca de 80% da
populacao vive em casas de madeira; e o restante em casas de alvenaria, proximas
a vegetacdo e com presenca de abrigos de animais domésticos ao redor. A
localidade tem energia elétrica, porém ndo dispbe de saneamento basico; com
utilizacdo de agua de poco sem tratamento para consumo. Apresenta um posto de

saude com atendimento médico regular (SESPA, 2004).

A FIGURA 12 representa as moradias tipicas das areas de captura dos
flebotomineos (intra e peridomicilio), demonstrando a presenca de matas e criatério

de animais proximo as casas.

FIGURA 12 — MORADIAS TiPICAS EM SANTANA DO CAFEZAL, BARCARENA.
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NOTA: A e B- Casas de madeira proximas a mata; C e D- Criatério de animais no quintal das
casas.
FONTE: CRESCENTE, 2008.

5.2. COLETA E IDENTIFICACAO DOS FLEBOTOMINEOS

Foram utilizadas para a realizagdo deste trabalho 280 fémeas de
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis, coletadas no periodo de novembro
de 2003 a fevereiro de 2004.

Os flebotomineos foram coletados, utilizando o método de captura de luz tipo
CDC (FIGURA 13), pela equipe de entomologia do Laboratorio de Leishmanioses do
Instituto Evandro Chagas- SVS, em Belém-PA. No laboratério, com o auxilio de um
microscopio estereoscopico, machos e fémeas foram separados individualmente em
tubos estéreis e identificados segundo a espécie, conforme a classificacdo proposta
por Young & Duncan (1994). Apés identificacdo, as espécies foram armazenadas a —
70°C.

FIGURA 13: ARMADILHA DE CAPTURA DE LUZ, TIPO CDC.
FONTE: SOUZA et al.,2010

5.2.1. Critérios de Inclusao
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Amostras encaminhadas pela Equipe de Entomologia do Instituto Evandro
Chagas para o Laboratério de Parasitologia Molecular do mesmo centro, com a
devida identificacdo do género (fémeas) e espécie do flebotomineo (Lu. longipalpis).

5.2.2. Critérios de Exclusao

Amostras nao identificadas e/ ou mal preservadas.

5.3. METODOS MOLECULARES

5.3.1. Extracdo de DNA

O DNA gendmico total foi extraido individualmente, onde cada flebotomineo
foi tratado com 100uL da solugéo de trituracao (0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 0,6 M NacCl,
0,1 M EDTA, 20x Spermina/spermidina mL, 10% Sucrose) e triturado com a ponta da
ponteira até ficar bem disperso no tampdo. Em seguida, adicionou-se 100uL da
solucéo de lise (10% SDS, 10% sucrose e 17 uL dietilpirocarbonato), misturando
levemente. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 65°C e, em seguida,
refrigeradas em gelo por 5 min. Apos centrifugagéo rapida, adicionou-se 30 pL de
8M de acetato de potassio para a precipitacdo de proteinas imediatamente,

deixando-se os tubos em gelo por 45 minutos.

As amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 14000 rpm e o
sobrenadante transferido para um tubo limpo e identificado. O DNA foi precipitado
com etanol 96% e dissolvido em 20 yL de solu¢do TE (10mM Tris-HCI pH 8.0, 1mM
EDTA). Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 30 minutos antes de

estocar a 4°C ou -20°C.

5.3.2. Determinacgado da Concentracdo do DNA Extraido

A quantidade e a pureza do DNA gendmico tanto das cepas referéncia bem
como dos flebotomineos, foram feitas pela medida de absorbancia a 260nm
determinadas por densidade éptica em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000,
Estados Unidos).
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5.3.3. Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os ensaios de PCR foram conduzidos inicialmente para amplificar o
fragmento de 400pb do gene mini-exon das formas viscerotrépicas de Leishmania;
em seguida foram avaliados os genes KDNA e SSU 61S rRNA, com fragmentos de
aproximadamente 780 e 600pb, respectivamente. Foi utilizado como controle
positivo o DNA extraido de flebotomineo infectado experimentalmente com uma
cepa de L. (L.) i. chagasi (MCER/BR/1996/M15677) e agua, no lugar do DNA, como

controle negativo.

Para confirmar o sucesso da extragdo de DNA, um fragmento de 370pb do

gene 28S ribossomal de Lu. longipalpis foi amplificado para todos as amostras.

5.3.4. Amplificagdo do gene mini-exon

A reacdo de PCR foi realizada para um volume total de 10ul, contendo
Tampao de Taq (10 mM Tris-HCI, 50mM KCL), 0,2mM de dNTPs, 10% DMSO,
1,5mM MgCI2, 1mM de cada iniciador, 2,5 U Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Estados Unidos) e 2 ul de DNA extraido. Os iniciadores utilizados foram S1629 (5’-
GGGAATTCAATAWAGTACAGAAACTG-3) e S1630 (5'-
GGGAAGCTTCTGTACTWTATTGGTA-3’) que amplificam aproximadamente 400pb
do gene mini-exon das espécies de Leishmania viscerotropicas (DEGRAVE et al.,
1994; FERNANDES et al., 1994).

A reacdo foi submetida a uma temperatura inicial de 95° C por 3 minutos,
seguido de 5 ciclos nas seguintes temperaturas: 95° C por 1 minuto, 45°C por 30
segundos e 65°C por 1 minuto. Posteriormente, 35 ciclos nas seguintes condigdes:

95° C por 1 minuto, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto.

5.3.5. Amplificagdo do gene kDNA

A reacdao de PCR foi realizada para um volume total de 10ul, contendo
Tampao de Tag (10 mM Tris-HCIl, 50mM KCI), 0,4mM de dNTPs, 0,6mM MgCly,
0,9mM de cada iniciador, 1 U Tagq DNA polimerase (Invitrogen) e 1 pyl de DNA
extraido. Os iniciadores utilizados foram D1 (5-CCAGTTTCCCGCCCCG -3’) e D2
(5-GGGGTTGGTGGTGTAAAATAG-3’) que amplificam aproximadamente 780-
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800pb do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) das espécies de Leishmania sp
causadoras de LV (SMYTH et al., 1992).

A reacdo foi submetida a uma temperatura inicial de 94° C por 5 minutos,
seguido de 20 ciclos nas seguintes temperaturas: 94° C por 1 minuto, 60°C por 1

minuto e 72°C por 1 minuto e 30 segundos.

5.3.6. Amplificac&o do gene SSU-rRNA

A reacdo de PCR foi realizada para um volume total de 15ul, contendo
Tampao de Taq (10 mM Tris-HCI, 50mM KCL), 0,4mM de dNTPs, 0,6mM MgCl,,
0,9mM de cada iniciador, 1 U Tagq DNA polmerase (Invitrogen) e 1 pl de DNA
extraido. Os iniciadores utilizados foram R221 (5°-GGTTCCTTTCCTTGATTTAGC -
3’) e R332 (5-GGCCGGTAAAGGCCGAATAG -3’) que amplificam aproximadamente
600pb da subunidade menor do ribossomo (SSU-rRNA) das espécies de
Trypanosomatidae sp (VAN EYES et al., 1992).

A reacdo foi submetida a uma temperatura inicial de 94° C por 5 minutos,
seguido de 30 ciclos nas seguintes temperaturas: 94° C por 1 minuto, 54°C por 1
minuto e 72°C por 45 segundos.

5.3.7. Amplificagdo do gene 28S Ribossomal

A reacao de PCR foi realizada para um volume total de 15ul, contendo
Tampéao de Taq (10 mM Tris-HCI, 50mM KCL), 0,4mM de dNTPs, 0,6mM MgCl,,
0,9mM de cada iniciador, 1 U Tag DNA polmerase (Invitrogen) e 1 yl de DNA
extraido. Os iniciadores utilizados foram Lul (5'-
TGAGCTTGACTCTAGTTTGGCACY3) e Lu2 (5-AGATGTACCGCCCCAGTCAAA -
3’) que amplificam aproximadamente 370pb da subunidade 28S ribossomal de Lu.
longipalpis (CABRERA et al, 2002).

A reacdo foi submetida a uma temperatura inicial de 95° C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos nas seguintes temperaturas: 95° C por 30 segundos, 65°C por

45 segundos e 72°C por 30 segundos.
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5.4. ENSAIOS DE SENSIBILIDADE

Para estimar a sensibilidade da PCR para diferentes alvos moleculares,
diluicdes seriadas do DNA gendmico de Leishmania (L.) infantum chagasi contendo
100pg a 1fg foram testados para as mesmas condicdes de amplificacdo das
amostras de flebotomineos.

5.5. ELETROFORESE DO PRODUTO DE PCR

Os produtos de PCR foram fracionados em eletroforese horizontal em uma
matriz de gel de agarose a 1% em solugdo de TBE, utilizando-se 2ul de solucao
indicadora azul de bromo-fenol e 5ul de cada amostra. A eletroforese foi executada a
100V e 50mA por 1 hora.

O DNA foi corado com brometo de etidio 0,5ug/mL e visualizado em
transluminador UV para a andlise das bandas obtidas. Foi utilizado como controle
positivo 0 DNA extraido de flebotomineo infectado experimentalmente com uma

cepade L. (L.) chagasi (M15677); e 4gua para o controle negativo.

5.6. ANALISE DOS RESULTADOS

5.6.1. Célculo da taxa de infeccdo natural

As taxas de infeccdo natural foram calculadas a partir da relacdo entre o
namero de flebotomineos positivos para cada marcador molecular (mini-exon, KDNA
e SSU-rRNA) e o namero total analisado (n=280).

5.6.2. Desempenho entre os marcadores

A sensibilidade da PCR foi avaliada a partir de ensaios com DNA de L (L.)
infantum chagasi (MCER/BR/1996/M15677), que variou sua concentracao de 10ng a
1fg. A especificidade foi avaliada com o uso de cepas de L. (V.) braziliensis e L. (L.)

amazonensis para verificar a possibilidade de fragmentos inespecificos.
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6. RESULTADOS

Neste estudo foram analisadas 280 fémeas de flebotomineos Lu. longipalpis,
capturados no periodo de novembro de 2003 a fevereiro de 2004, conforme descrito

na Tabela 1.

TABELA 1 FLEBOTOMINEOS COLETADOS EM CAFEZAL

Periodo de captura N°. de amostras %
testadas
Novembro/2003 34 12,1
Janeiro/2004 206 73,6
Fevereiro/2004 40 14,3
Total 280 100

FONTE: Autora (2011)

A eficiéncia da extracdo de DNA foi confirmada pela presenca do fragmento
de 370pb em todas as amostras de DNA de Lu. longipalpis (FIGURA 14),
demonstrando que a preservacdo do material foi adequada, em tubo seco & 4°C,

com extracdo do inseto inteiro, sem dissec¢ao do tubo digestivo.

PM 1 2

400ph
as0ph —*

FIGURA 14: PRODUTOS DE PCR (370pb) DO GENE 28S rRNA.

NOTA: PM- Marcador de Peso Molecular (50pb DNA Ladder - Uniscience); 1- Controle
Negativo; 2- Amostra de DNA extraido de Lu. longipalpis coletado em Barcarena.

FONTE: Autora (2011)
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Foi realizado um teste de amplificagéo inicial do gene mini-exon (FIGURA 15)
para avaliar a sensibilidade e especificidade do marcador.

MPM1I 2 3 4 5 6

400pb —»

<+— 350pb
<— 250pb

FIGURA 15: PRODUTO DE PCR DO GENE MINI-EXON PARA Leishmania sp.
NOTA: MPM- Marcador de Peso Molecular (&X174/HAEIIN); 1- Cepa de L. (L.) i. chagasi
(M15677); 2- Cepa de Leishmania (V.) braziliensis; 3 e 4- Teste com flebotomineos

coletados em Barcarena; 5- Cepa de Leishmania (L.) amazonensis; e 6- Controle Negativo.
FONTE: Autora (2011)

Para esse gene, com os iniciadores S1629 e S1630, que amplifica um
fragmento de 400pb (FIGURA 16), foi possivel observar uma taxa de 7,1% (20 em

280) flebotomineos infectados com L. (L.) infantum chagasi, analisados

individualmente. A otimizagéo da técnica permitiu a obtencéo de fragmentos Unicos,
com variagao no sinal de amplificacéo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 CP MPM

17 18 CP MPM

44— 400ph

4— 400pb

FIGURA 16- PRODUTO DE PCR DO GENE MINI-EXON PARA L.(L.) i. chagasi.

NOTA: CP- 1 a 18- Flebotomineos infectados com L. (L.) i. chagasi; CP- Controle positivo
utilizando cepa de L. (L.) i. chagasi (M15677); MPM- Marcador de Peso Molecular
(DX174HAEIN).

FONTE: Autora (2011)

Para amplificacdo dos genes KDNA (FIGURA 17) e SSU-rRNA também foram

realizados testes de especificidade, com o uso de cepas padréo de Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis e L. (L.) i. chagasi.

<+— 780pb

FIGURA 17- TESTE DE ESPECIFICIDADE PARA O GENE kDNA.

NOTA: Gel de agararose 1%. 1- Cepa de Leishmania (V.) braziliensis; 2- Cepa de Leishmania
(L.) amazonensis; 3 e 4- Cepa de L. (L.) i. chagasi; 5- Controle negativo. PM- Marcador de
Peso Molecular.

FONTE: Autora (2011)

A amplificacdo dos fragmentos de 780-800 pb para o gene KDNA; e 600pb
para o gene SSU, pode ser observada na FIGURA 18, mostrando diferenca no
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padrao de amplificacdo a partir da diminuicdo da quantidade de DNA molde, o que
permitiu aumentar a especificidade para KDNA.

1 2 3 4 PM

<«— 1350pb

<«—— 946pb
<«—— 766pb

FIGURA 18: PRODUTOS DE PCR DOS GENE kDNA e SSU-rRNA.

NOTA: PM- Marcador de Peso Molecular (50pb DNA Ladder - Uniscience). GEL A: 1-
Controle negativo para kDNA, 2- Cepa de L. (L.) i. chagasi (M15677) a 3,7 ng/pul para KDNA,
3- Controle negativo para SSU-rRNA; 4- Cepa de L. (L.) i. chagasi (M15677) a 3,7 ng/ul para
SSU-rRNA. GEL B- 1 e 3: Controles negativos; 2 — Cepa de L. (L.) i. chagasi (M15677) a 3,7
ng/ul para kDNA; Cepa de L. (L.) i. chagasi (M15677) a 2,2 ng/ul para KDNA.

FONTE: Autora (2011)

Para assegurar a inexisténcia de amostras falso-negativas foram realizados
testes de inibicdo para avaliar a confiabilidade das rea¢bes de PCR, que consistiu
em analisar 30 amostras negativas, com repeticdo da reacdo nas mesmas
condicdes, porém com diluicdes seriadas até 1fg, e todas confirmaram a auséncia de
DNA de leishmania. Também foram realizados ensaios de PCR para a cepa padréao
de L. (L.) i. chagasi, com diluicbes seriadas que variaram a concentracdo de DNA de
10ng a 1fg (Figura 19).
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600ph —»
780ph —»

FIGURA 19: TESTE DE SENSIBILIDADE PARA OS GENES kDNA E SSU-rRNA.

NOTA: Gel de agarose (1%) com produtos de PCR, a partir das concentracdes de DNA DE L.
(L.) i. chagasi (M15677): 1- 52,6 ng/ul; 2- 10 ng/ul; 3- 1 ng/ul; 4-100 pg/pl; 5- 10 pg/ul; 6- 1
pg/ul; 7- 100fg/ul; 8- 10 fg/ul; 9- 1fg/ul; 10- Controle negativo. PM: Padrao de Peso Molecular
(50pb DNA Ladder - Uniscience).

A: Amplificagcao do gene kDNA (809pb); B: Amplificacdo do gene SSU-rRNA (603pb).

FONTE: Autora (2011)

Para avaliacdo das 280 amostras com o marcador kDNA e SSU-RNA, as
amostras negativas, n=260, para amplificagcdo com o mini-exon foram analisadas em
pools contendo DNA extraido de 10 flebotomineos Lu. longipalpis (1ul de cada),

totalizando 26 pools.

PCR com os iniciadores para o gene kDNA, contemplou a analise de 26 pools
negativos para o gene mini-exon, com sinais de amplificacdo em 3 amostras (linhas
10, 11 e 13 do gel) da Figura 20; e uma (linha 6) da Figura 21, posteriormente
amplificadas separadamente. As amostras positivas para o gene mini-exon foram
amplificadas individualmente, conforme a Figura 22 (linhas 7 a 26), confirmando as

20 amostras positivas para os 2 marcadores.



FIGURA 20: PRODUTOS DE PCR PARA O GENE kDNA, UTILIZANDO DNA DE
FLEBOTOMINEOS NEGATIVOS PARA MINI-EXON.

NOTA: Gel de agarose (1%). 1- Controle negativo; 2 a 21: Pools de DNA de flebotomineos
negativos para infecgdo por L. (L.) i. chagasi, utilizando o gene mini-exon. PM: Padréo de
Peso Molecular (50pb DNA Ladder - Uniscience).

FONTE: Autora (2011)

1PM2 34 5§67 8 910 11121314151617 18 19 2021 22 23 24 25 26 27

FIGURA 21: PRODUTOS DE PCR PARA O GENE kDNA.

NOTA: Gel de agarose (1%). 1- Controle negativo; 2 a 6- Pools de DNA de flebotomineos
negativos para infeccdo por L. (L.) i. chagasi, utilizando o gene mini-exon; 7 a 26: DNA
individual de flebotomineos positivos para infecgdo por L. (L.) i. chagasi, utilizando o gene
mini-exon; 27: Controle positivo de L. (L.) i. Chagasi (M15677). PM: Padrdo de Peso
Molecular (50pb DNA Ladder - Uniscience)

FONTE: Autora (2011)

As amostras positivas para os pools de flebotomineos foram novamente
amplificadas para confirmacdo, levando em consideracdo que pelo menos um
flebotomineo estaria infectado pelo parasita, porém de forma separada para que a
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taxa de infeccdo real fosse estimada, como mostra a Figura 22. Foi possivel
observar sinais de amplificagdo nas linhas 9 e 13 (Figura 22 A); e nas linhas 10 e 17
(Figura 22 B), o que levou a uma taxa de infeccédo de 8,6% (24/280).

12345 67 8 9 1011 12 1314 1516 17 18 19 20PMCP

B

FIGURA 22: PRODUTOS DE PCR PARA O GENE kDNA UTILIZANDO DNA INDIVIDUAL DE
FLEBOTOMINEOS.

NOTA: Gel de agarose (1%). 1-20: PCR a partir do DNA individual de flebotomineos. CP:
Controle positivo de L. (L.) i. Chagasi (M15677). PM: Padréo de Peso Molecular (50pb DNA
Ladder - Uniscience).

FONTE: Autora (2011)

0s pools de DNA negativos para infeccdo em mini-exon testados com o gene
SSU-rRNA (Figura 23), também se apresentaram negativos; e das 20 amostras
positivas para mini-exon e KDNA, 15 foram positivas para a presenc¢a de Leishmania
sp com o gene SSU-rRNA (Figura 24), gerando uma taxa de infecgcédo em 5,3%.
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4— 603pb

FIGURA 23: PRODUTOS DE PCR PARA O GENE SSU-rRNA, UTILIZANDO POOLS DE
DNA DE FLEBOTOMINEOS.

NOTA: Gel de Agarose (1%). 1 a 26: DNA individual de flebotomineos; 27- Controle positivo
de L. (L.) i. chagasi (M15677); PM: Padrdo de Peso Molecular (50pb DNA Ladder -
Uniscience).

FONTE: Autora (2011)

1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 PM

FIGURA 24: PRODUTOS DE PCR PARA O GENE SSU-rRNA, UTILIZANDO DNA
INDIVIDUAL DE FLEBOTOMINEOS POSITIVOS PARA OS GENES kDNA E MINI-EXON.
NOTA: Gel de agarose (1%). 1 A 15- DNA individual de flebotomineos positivos para infec¢ao
por L. (L.) i. chagasi, utilizando o gene mini-exon e kDNA. PM: Padrao de Peso Molecular
(50pb DNA Ladder - Uniscience).

FONTE: Autora (2011)

A partir do resultado dos 3 marcadores para as 280 amostras de DNA de

flebotomineos, observou-se a presenca de testes falso-negativos, onde o maximo de
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amostras positivas foi 24, para o gene KDNA; e o minimo de 15, para o gene SSU-

rRNA; sendo que 15 das amostras foram positivas para o0s trés genes

concomitantemente, conforme a Tabela 2

TABELA 2 RESULTADO DA TAXA DE INFECGAO NATURAL PARA OS GENES MINI-

EXON, kDNA e SSU-rRNA

% Taxa de Infeccao

Positiva Negativa
Mini-exon 20 260
kDNA 24 256
SSU-rRNA 15 265

7,1
8,6

53

FONTE: Autora (2011)
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7. DISCUSSAO

Foram obtidos importantes resultados na estimativa das taxas de infecgao
natural em flebotomineos, confirmando a utilidade da técnica de PCR para a
identificacdo de L. (L.) i. chagasi. Pelo fato de a comunidade estudada apresentar-se
endémica tanto para LV como LTA, foram empregados marcadores moleculares com
alta especificidade para a forma visceral da doenca, que geraram fragmentos
especificos para Leishmania, como é o caso dos marcadores kDNA, mini-exon e
SSU-rRNA.

Observamos que de um total de 280 amostras de fémeas Lutzomyia
longipalpis, capturadas em diferentes periodos, 24 apresentaram resultados
positivos para o gene KDNA, amplificando o fragmento de 780 pb, totalizando 8,6%
de flebotomineos infectados com L (L.) i. chagasi. Quando comparadas taxas de
infeccdo utilizando os genes mini-exon (400pb) e SSU-rRNA (603pb), essa variou
para 7,1% e 5,3%, respectivamente.

Combinando os resultados para os trés marcadores detectamos 15 amostras
positivas, para 256 negativas, sendo que 9 apresentaram-se como falso-negativas
para SSU-rRNA; e 4 para mini-exon, o que gerou sensibilidade de 63% e 83,3%,
respectivamente, sem a presenca de fragmentos falso-positivos. Essa diferenca
possivelmente deve estar relacionada ao niumero de cépias por células de cada
gene associado a baixa quantidade de parasita; além da influéncia de possiveis

inibidores no processo de amplificagcao.

A eficiéncia da extracdo de DNA foi confirmada pela presenca do fragmento
de 370pb do gene 28S ribossomal de Lu. longipalpis em todas as amostras,
demonstrando que a preservacdo do material foi adequada, em tubo seco a 4°C,
com extracdo do inseto inteiro, mesmo sem disseccao do tubo digestivo. Pois, a
grande preocupacao foi a composicdo do exoesqueleto quitinoso dos insetos que
muitas vezes pode gerar resultados falso-negativos. No entanto, da mesma forma
como observado por Aransay et al. (2000), o procedimento de extracdo de DNA sem
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico ndo afetou a atividade enzimatica da Taq

polimerase.
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Em 2007, quando Paiva et al. realizaram estudos de padronizacdo para a
deteccdo de DNA de Leishmania spp em flebotomineos, observaram que a extracéo
de DNA a partir do tubo digestivo do vetor foi menos eficiente que a aplicacdo da
técnica no inseto inteiro. Os métodos que incluiram etapas com
fenol/cloroférmio/élcool isoamilico demonstraram perda de sensibilidade na
amplificac@o, gerando bandas inespecificas, o que pdde ser solucionado com 0 uso
de tampéao de lise adicionando DTT/Triton X100. Apesar de nao termos utilizado os
mesmos reagentes de Paiva et al, a reacdo da PCR demonstrou ser, da mesma

forma, capaz de detectar o DNA do parasita no flebotomineo.

Entre os flebotomineos infectados pode-se observar que houve diferenca na
concentracdo de DNA para todos os marcadores. Algumas amostras apresentaram
bandas bem fracas, enquanto outras estavam mais concentradas, o0 que
possivelmente pode esta relacionado com a quantidade de parasitas no aparelho
digestivo dos mosquitos analisados, pois ndo sabemos com exatiddo o tempo em
gue os flebotomineos se encontravam apos alimentacdo e fase do ciclo bioldgico

dos parasitas no seu interior.

Dentre as amostras analisadas algumas apresentaram amplificacdo de
fragmentos bem distintos das descritas para Leishmania (FERNANDES et al., 1994;
DEGRAVE et al.,, 1994). No entanto, Neves et al. (1991) afirmam que fémeas de
flebotomineos também sédo hospedeiras de algumas espécies de Trypanossoma e
Endotrypanum, que passam por um estadgio de promastigota indistinguivel das
leishmanias o que pode dificultar a identificacdo correta do protozoario por
visualizagdo direta. Este fato constitui uma evidéncia para a necessidade do
desenvolvimento de outros marcadores para identificar de forma mais precisa

parasitas que infectam naturalmente os insetos.

Para o presente estudo, o limiar de deteccdo da técnica pdde ser observado
em ensaios com DNA de L (L.) infantum chagasi (MCER/BR/1996/M15677) que
variou sua concentragédo de 10ng a 1fg. A demonstracao da reacao positiva foi de
até 100pg para os genes SSU-rNA e mini-exon e de até 1 fg para o gene KDNA,
sendo este ultimo considerado mais sensivel. No entanto, quando o material
biolégico ndo é originario de cultivo, a sensibilidade pode variar de acordo com os

iniciadores, as condi¢cbes de amplificacédo e tipo de amostra, demonstrando reacao
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positiva até 100pg para o gene SSU-rRNA e mini-exon; e até 1fg para o gene kDNA,

sendo o ultimo mais sensivel.

Realizamos testes de amplificacdo inicial para avaliar a sensibilidade e
especificidade dos marcadores. O gene mini-exon diferenciou espécies de
Leishmania do Novo Mundo: espécies Viannia (250pb); espécies dermotropicas de
Leishmania (350pb) e Leishmania chagasi (400pb), de acordo como foi descrito por
Fernandes et al. (1994) e Degrave et al (1994). J& o gene kDNA amplificou um
fragmento de 780 pb para cepas de Leishmania chagasi; enquanto o gene SSU-
rRNA amplificou um fragmento de aproximadamente 600pb A andlise combinada
dos marcadores permitiu a identificacdo correta de 9 flebotomineos verdadeiro-

positivos, sem amostras falso-positivas.

O mini-exon esta presente nas células de Leishmania em numero de cépias
de 100 a 200 tandem e o gene SSU-rRNA de 20 a 40 repeticbes. Ja o DNA do
cinetoplasto representa 20-25% do DNA do parasita, com a vantagem do grande
namero de copias do minicirculo por célula (10.000 a 20.000). Por esta razdo tem
sido o alvo mais estudado e aplicado nas pesquisas moleculares para diagndstico de
LV. Desta forma, assumimos o resultado gerado com a utlizacdo do gene
kKDNA,.com uma taxa de infeccéo de 8,6%.

A taxa de infeccdo calculada no presente trabalho foi realizada a partir da
analise individual dos vetores, o que ndo subestima os dados obtidos. Alguns
autores calculam a taxa de infeccdo minima (TIM=n° de pools positivos x 100/ n°
total de exemplares) em areas endémicas para leishmanioses, que emprega a
extracdo de DNA em pools de vetores, considerando que em uma reacao positiva no
minimo um espécime estaria presente. Paiva et al. (2006) encontraram uma TIM de
3,9% de infeccao natural por L. (L.) chagasi no municipio de Antbnio Jo&do, no Mato
Grosso do Sul, com o gene mini-exon. Em estudo similiar no mesmo estado, Silva et

al., (2008) encontraram uma taxa de infeccao de 1,9% para LV em Campo Grande.

A taxa de infeccdo encontrada neste estudo, assumindo o valor de 8,6%, foi
maior que outros trabalhos realizados no Brasil, que encontraram positividade em
torno de 1% (MIRANDA et al.,2002). Nascimento et al. (2007) encontraram TIM de
2,6% de flebotomineos infectados com L. (L.) i. chagasi em area endémica para LV

no estado do Mato Grosso do Sul, utilizando os marcadores mini-exon e SSU-rRNA.
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Empregando o gene kDNA como marcador, Missawa et al. (2010)
encontraram TIM de 0,71%, admitindo no minimo 3 vetores infectados em um total
de 420, a partir da amplificacdo de um fragmento de 120 pb; enquanto que Soares et
al. (2010) observaram taxa de 1,25% para a area de colonizacdo antiga e 0,25%
para a area de colonizacao recente, na Illha de S&o Luis (Maranhao), com produtos
de amplificacéo de 145pb.

Rodriguez et al. (1999) tém observado excelentes resultados utilizando a
técnica da PCR associada com hibridacdo para identificar flebotomineos
naturalmente infectados. Em estudo de campo realizado na Venezuela, os autores
detectaram infeccado por flagelados em 2,2% dos flebotomineos pertencentes as
espécies que na classificacdo de Galati (2003) sdo denominadas de Micropygomyia
cayennensis, Micropygomyia trinidadensis, Psychodopygus panamensis e Lu.
gomezi. Entretanto, somente as espécies Ps. panamensis e Lu. gomezi
apresentaram na PCR a taxa de 7,7% de infeccédo para L. (V.) braziliensis, sendo
possivel confirmar o papel destas duas espécies na transmissdo do parasita nessa

regido da Venezuela.

Estudos realizados em localidades com casos de LV na Grécia permitiram
detectar por PCR, menos de trés parasitas por inseto e identificar 5,4% de infeccao
por leishmanias em um total de 645 flebotomineos de diversas espécies capturadas
nessas regides (ARANSAY et al., 2000). De acordo com Fu et al. (1998) a
sensibilidade e especificidade da PCR para estudos de entomologia molecular esta
associada a deteccao de 0,6 parasita por reagao.

Porém, segundo Missawa et al. (2010), os indices de infeccdo natural por
Leishmania sao baixos, mesmo em areas endémicas, com média de 3%, o que
muitas vezes contrasta com a incidéncia da doenca nessas areas, sendo raros 0s
casos que chegam a 10%, utilizando métodos de dissec¢éo ou baseados em PCR.
Cimerman et al. (2003), também corroboram a hipétese de baixas taxas de infeccéo
em areas endémicas, e que a transmissdo depende da elevada densidade de Lu.

longipalpis, como se observa durante surtos da doencga.

Ready et al. (2008) afirmam que os baixos niveis de infec¢do natural podem
ser explicados pelo mecanismo de eficiéncia da transmissdo, pois o0 parasita
manipula de modo adaptativo 0 comportamento alimentar dos vetores,

especialmente Lu. longipalpis, estimulando os insetos picarem e se alimentarem em
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multiplos hospedeiros. Isto, no entanto, s6 ocorre se as leishmanias tiverem
produzido formas infectantes e um gel adesivo filamentoso de proteoglicanos na

porcao anterior do tubo digestivo dos fleb6tomos.

A escolha de técnicas com diferentes desempenhos de sensibilidade também
pode influenciar nos baixos indices de infeccdo natural. Paiva et al. (2006), ao
avaliar em 81 espécimes de flebotomineos, encontraram diferentes taxas de
infeccdo empregando PCR e disseccao, observando um indice de 1,24 com o
meétodo de disseccdo; e 3,9% através de PCR com o uso do marcador mini-exon.
Esses achados corroboram achados de Miranda et al. (2002) e Rodriguez et al.
(1999), que descreveram taxas de infeccdo bem maiores com o uso de técnicas

moleculares, quando comparadas a disseccao de vetores.

Por outro lado, um estudo semelhante ao nosso, que objetivou a deteccéo de
infeccdo de Lu. longipalpis por L. (L.) i. chagasi, atingiu indice de 19% (4/21) em
Belo Horizonte (SARAIVA et al., 2010), empregando PCR para o gene kDNA na. A
alta taxa observada pdde ser associada a trés fatores: 1) a maioria das amostras
foram coletadas do peri-domicilio quando diversos casos de LV ocorreram um ano
antes das coletas para o estudo; b) as condicbes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento do vetor, assim como a alta prevaléncia de infecgcdo canina, que
representa a fonte de infeccdo mais importante para o flebotomineo; e c)
especificidade e sensibilidade dos métodos moleculares quando comparados a

técnicas tradicionais de visualizacdo do parasita.

Apesar de ndo haver na literatura dados recentes referentes a infec¢éo por L.
(L.) i. chagasi no estado do Pard, os niveis de infeccdo natural relatados estdo em
torno de 3% (MISSAWA et al., 2010). Portanto, podemos considerar que o indice
encontrado, no presente estudo, em Barcarena € alto, o que pode ser explicado pela
alta sensibilidade da técnica empregada. Além disso, algumas amostras infectadas
foram coletadas no mesmo local, possibilitando que as mesmas tenham se
alimentado de uma mesma fonte infectante. Aransay et al. (2000) utilizando o gene
KDNA em insetos dissecados, para avaliacdo de competéncia vetorial, encontraram
uma taxa de 6,3% em area endémica para LV na Grécia. Essa taxa foi considerada
alta e foi atribuida também a alta sensibilidade da técnica, pois 5,4% das espécies

examinadas ndo apresentavam sangue no trato intestinal.
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Os ambientes peri e intra-domiciliares podem estar diretamente relacionados
ao numero de vetores infectados, onde os niveis de agdo antrépica determinam a
disponibilidade de alimento e fonte de infeccdo para as fémeas. Além disso, a
densidade populacional da espécie gera maior oportunidade de infeccdo. Tal
observacdo também foi constatada por Pinheiro et al. (2008), no estado do
Amazonas, verificando maior indice de Lu. umbratilis com infeccdo natural por
tripanosomatideos de 1,66% (12/720), na unidade Marechal Rondon; quando
comparada ao assentamento Taruma-Mirim, 0,42% (3/720), que apresentou menor

influéncia antrépica.

7

A taxa de infeccdo natural encontrada no presente estudo é considerada
preocupante especialmente porgue estes insetos foram capturados fora do ambiente
silvestre. Das 24 amostras positivas, 15 (62,5%) foram de flebotomineos coletados
no intradomicilio e 9 (37,5%) no peridomicilio, o que demonstra alto risco de
infeccdo. Segundo Elnaiem et al. (1992) uma fémea de flebotomineo, observada em
condicBes laboratoriais, € capaz de realizar multipla realimentacdo sanguinea para

manter os nutrientes balanceados durante a maturacdo dos ovos.

Quando Crescente el al. (2008) realizaram um estudo epidemiologico
avaliando 946 individuos para caracterizacdo clinica e epidemioldgica da LV na
localidade de Cafezal, no periodo de setembro a dezembro de 2003, observaram
gue a taxa de prevaléncia de infeccdo obtida por RIM de 11,26% (106/946) foi
significativamente maior que o0s 3,4% (32/946) obtidos através de IFI, demonstrando
a necessidade do uso das duas técnicas para uma estimativa combinada, o que
permitiu a identificacdo da taxa real de prevaléncia de 12,6% (120/946), com 0 uso
de ambos os testes.

A estimativa acima é particularmente importante para o nosso estudo por se
tratar da mesma localidade e mesmo periodo analisados. Os achados indicam que
as maximas taxas de infeccao natural (8,6%) e de prevaléncia (12,6%) encontradas
estdo diretamente ligadas, em area endémica; e que para determinadas doencas
como a LV sdo necessarios mais de um teste para definicAo de parametros
epidemiologicos. Considerando a taxa observada no presente estudo de 8,6% e
caso ndo haja um programa de monitoramento e controle eficiente para LV,

provavelmente esta prevaléncia podera aumentar cada vez mais nessa area.
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7

O monitoramento da doenca € importantissimo, visto que o municipio de
Barcarena com a maioria da populacdo (63,65%) residindo em areas rurais, oferece
condicbes eco-epidemiolédgicas ideais para a manutencdo da doenca. Ainda, o
crescimento desordenado também desempenha papel importante na transmissao do
parasita, devido a falta de condi¢Bes béasicas de infra-estrutura proximo a areas de

desmatamento.

Segundo Miranda et al. (2002), pequenos setores dentro de uma &rea mais
ampla considerada endémica para leishmanioses pode ter uma frequiéncia muito alta
de flebotomineos infectados. Sua associacdo com a doen¢a humana € indicativo de
uma distribuicdo irregular da doenca e deve ser considerada uma estratégia de
planejamento de controle.

No periodo de novembro de 2003 a fevereiro de 2004, 18.271 exemplares
de Lu. Longipalpis foram dissecados e examinados pela equipe de entomologia do
Instituto Evandro Chagas, na localidade de Cafezal. Destes, dois encontraram-se
infectados por Leishmania, porém o isolamento e identificacdo da espécie nao foi
possivel devido contaminacdo das culturas (Adelson Sousa, comunicacdo pessoal).
Confirmando as observacdes feitas por Rodriguez et al. (1999), de maior
sensibilidade para deteccédo do parasita com o uso de marcadores moleculares, o
que reforca cada vez mais a importancia do uso dessas técnicas para amostras de
campo, permitindo melhor entendimento da epidemiologia da leishmaniose em area

endémica.

Varios estudos tém sido realizados na tentativa de detectar flebotomineos
naturalmente infectados e identificar o parasita por métodos moleculares
(RODRIGUEZ, et al., 1999; ARANSAY et al., 2000; MIRANDA et al. 2002). No
entanto, deteccdo de DNA de Leishmania, muitas vezes ndo implica que a espécie
de flebotomineo é um vetor, ja que a analise ndo pode distinguir entre a presenca de
Leishmania amastigota de uma alimentagdo sanguinea infectada e promastigota.
Portanto, a técnica descrita pode ser util para investigar a presenca de Leishmania
na populagéo, mas ndo pode ser usada como Unico instrumento para identificar uma

espécie de flebotomineo como um vetor.

Como nosso estudo teve objetivo de avaliar a sensibilidade da técnica de
PCR na detecgédo de Leishmania (L.) infantum chagasi na populagdo de Lutzomyia

longipalpis, que € o vetor conhecido para esta espécie de parasita na regiao
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amazonica (LAINSON & SHAW, 1987), podemos afirmar que a taxa de infeccao
observada é realmente significativa dentro do estudo de transmissao da LV. Saraiva
et al. (2010) observaram um aumento de 500% no numero de resultados positivos
utilizando o gene kDNA, quando comparado a microscopia a partir de disseccao
intestinal de flebotomineos, reforcando ainda mais a confiabilidade dos resultados

para esse marcador em estudos vetoriais.

Para regides onde a leishmaniose € endémica, sdo necessarias técnicas que
apresentem simplicidade, rapidez e conteudo informativo da andlise enquanto retém
a apropriada sensibilidade e especificidade. Harris et al. (1998) desenvolveram um
sistema de PCR multiplex para identificacdo dos grupos de Leishmania
viscerotrépica e dermotropica podendo ser utilizadas trés marcadores em uma Unica
reacdo. No entanto, optamos pela anélise de trés marcadores considerados bons
alvos para amostras clinicas, para testar sua aplicacdo em estudos vetoriais; e
confirmamos que o gene kDNA e o mini-exon apresentaram-se como bons
marcadores para este tipo de estudo devido sua alta sensibilidade, com a vantagem
de utilizar um Unico par de iniciadores numa PCR tradicional podendo ser detectado

tanto Leishmania viscerotropica como dermotropica num unico teste.

Conforme Aransay et al. (2000), o controle de leishmanioses em areas de
endemicidade requer um conhecimento da ecologia e epidemiologia de Leishmania.
Um dos grandes problemas para os epidemiologistas esta na identificacdo do
hospedeiro reservatério e na deteccdo de vetores. Portanto, a técnica descrita pode
ser util para investigar a presenca de Leishmania na populacdo, mas nao pode ser
usada como Unico instrumento para identificar uma espécie de flebotomineo como

vetor.



55

8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados observados neste estudo concluiu-se que:

O gene kDNA e o mini-exon apresentaram-se como bons marcadores
moleculares para deteccdo de Leishmania (L.) infantum chagasi através
da técnica de PCR, com indices de infeccdo natural de 8,3 e 7,1%,

respectivamente, sendo o KDNA considerado o melhor marcador.

A PCR apresentou-se como uma ferramenta importante para estudos
sobre a epidemiologia molecular da LV em area endémica, demonstrando
especificidade de 100% para os trés marcadores estudados; e
sensibilidade de 83,3% e 63% para os genes mini-exon e SSU-rRNA,
respectivamente, quando comparados ao gene KDNA.

O limiar de deteccéo de L. (L). i. chagasi em flebotomineos infectados foi
de até 100pg para os genes SSU-rNA e mini-exon; e de até 1 fg para o
gene kDNA, demonstrando alta sensibilidade.

A taxa de infeccdo natural encontrada representa um sério risco para a
populacéo local, visto que os flebotomineos estdo em contato direto com a
populagdo, onde foram observados 3,21% (9/280) de Lu. longipalpis

infectados no intradomicilio.

Ressalta-se a importancia de um programa de monitoramento e controle
de LV eficiente na area, com o intuito de melhorar a qualidade de vida da

populacao e prevencao da doenca.
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