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Introducao

O estado de Santa Catarina é considerado, segundo classificacdo do Manual de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude, area sem
transmissdo, vulneravel, porém ndo receptiva para a doenga. Entretanto, em
julho de 2010, a Secretaria Estadual de Saude de Santa Catarina (SES/SC)
notificou ao Ministério da Saude o registro de quatro casos suspeitos de
leishmaniose visceral canina. Em estudo realizado pelo Laboratério de Vigilancia
em Leishmanioses do Instituto de Pesquisas Evandro Chagas/Fiocruz ficou
comprovado o encontro da espécie Leishmania chagasi em dois dos quatro

animais suspeitos.

Tendo em vista que, até o momento, ndo foi encontrada em Florianépolis a
espécie do vetor Lutzomyia longipalpis envolvida no ciclo de transmissdo dessa
zoonose, a SES local realizou capturas entomoldgicas em diversas areas da
referida cidade, visando obter amostras das espécies de flebotomineos
presentes. O material entomoldgico coletado foi encaminhado para 0 nosso
Centro de Referéncia, com o objetivo de esclarecer a espécie de flebotomineo

possivelmente envolvida no ciclo de transmisséo, naquela cidade.

. Objetivos

-Identificar as espécies de flebotomineos presentes através de técnicas de

taxonomia classica

-Identificar possiveis flebotomineos infectados por Leishmania spp., através de
técnicas moleculares (“Nested PCR” para SSUrRNA)

-Caracterizar a(s) espécie(s) de Leishmania nos possiveis flebotomineos

infectados através da técnica de sequenciamento de DNA.



3. Metodologia

Procedéncia do material entomoldgico e classificagdo adotada

O material entomoldgico foi proveniente das atividades de vigilancia
entomologica em sete pontos de captura (denominados 1 a 7) em Floriandpolis,
pela equipe do Laboratorio de Entomologia da Secretaria Estadual de Saude,. As
fémeas de flebotomineos capturadas foram identificadas através de exames
morfolégicos e a classificacdo adotada foi a proposta por Young e Duncan
(1994).

Extracdo de DNA total das fémeas de flebotomineos capturadas

As fémeas de flebotomineos foram dissecadas para a confirmacao da espécie e,
posteriormente, agrupadas em “pools” de no maximo 10 individuos para extracéo
de DNA total. A extracdo foi realizada através de kit de extracdo de tecido e
células (GE HealthCare) e os DNAs extraidos foram armazenados a —20° C até

a realizacdo de amplificacédo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Deteccao da taxa de infeccéo natural dos flebotomineos por Leishmania spp.

As amostras de DNA extraidas dos “pools” de flebotomineos foram analisadas
através da técnica “Nested PCR” (LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA de
Leishmania, que amplifica um fragmento conservado em todas as espécies de
Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 2002 e 2006).

Inicialmente foi realizada a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente
603pb, utilizando-se os iniciadores R1 (5" GGT TCC TTT CCT GAT TTACG 3') e
R2 (5" GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 3"), seguida de amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 353pb, a partir do produto amplificado da
primeira reacdo, utilizando-se os iniciadores R3 (5° TCC CAT CGC AAC CTC
GGT T 3) e R4 (5 AAA GCG GGC GCG GTG CTG 37), como mostrado na
Figura 1.



Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela PCR
utilizando os iniciadores R1 e R2 (1% reacg&o)
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Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela PCR
utilizando os iniciadores R3 e R4 (2% reac&o)

Figura 1. Desenho esquematico do resultado da LnPCR destinada a amplificar um

fragmento do gene SSUrRNA de Leishmania.

A primeira reacao foi preparada para um volume final de 25 pl contendo 10ul de
DNA da amostra a ser testada. Em tubos contendo 1 ml de H,O foram diluidos 25 pl
de produto da primeira reagéo, para serem utilizados como molde na segunda PCR.
Esta foi preparada para um volume final de 25 pl contendo 10ul do produto
amplificado diluido. As duas reacdes foram preparadas utilizando o kit PCR Beads
(GE Healthcare).

A amplificacdo foi processada em termociclador automatico, da seguinte forma:
desnaturacao inicial a 94°C por cinco minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por
30 segundos, para a primeira reacdo. Na segunda reagdo a temperatura de
anelamento foi elevada para 65°C, mantendo-se as outras condi¢des. A etapa de

extensao final foi feita a 72°C por cinco minutos, para ambas as reacoes.

Em todas as reagfes foram utilizadas 20 ng de DNA extraido de cultura de L.
chagasi = L. infantum, como controle positivo. Como controle negativo (sem DNA) a

amostra de DNA foi substituida por volume equivalente de H,O destilada estéril.



Analise dos produtos amplificados pela PCR

Os produtos amplificados na etapa anterior foram analisados através de eletroforese
em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e examinado em exposi¢cédo a
luz ultravioleta (UV).

Sequenciamento SSUrRNA para determinacao da espécie de Leishmania

Para a identificacdo das espécies de Leishmania infectantes no vetor foi realizado o
sequenciamento do produto de aproximadamente 353pb, amplificado na segunda
reacdo da LnPCR. Para isso, todas as bandas correspondentes, com intensidade
consideravel, foram extraidas do gel e purificadas utilizando o kit comercial QIAquick
PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as especificacdes do fabricante. O
produto purificado foi eluido em 20 yl de H,O destilada estéril e utilizado como molde

para amplificacdo anterior ao processo de sequenciamento.

A reacédo de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume final de 10
pl, formados por 4 pl do PREMIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 pl do iniciador
R3 e R4 na concentracdo de 3,2 pmol e 5 ul do produto purificado na etapa anterior.
A mistura foi amplificada em um termociclador Eppendorf Master Cycler Gradient ®
com o seguinte programa: 94°C por trés minutos, seguido de 25 ciclos de 96°C por
um segundo, 65°C por 5 segundos e 60°C por quatro minutos. O sequienciamento
propriamente dito foi realizado, posteriormente, em sequienciador automatizado

Megabace.

A analise bioinformatica (edicéo, alinhamento e a busca de sitios de restricdo) das
sequéncias obtidas foi realizada utilizando-se 0s programas computacionais
DNASTAR (Lasergene® sequence analysis) e BIOEDIT. As sequencias editadas
foram alinhadas com sequencias depositadas no GenBank para Leishmania

braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania infantum.



4. Resultados obtidos

Estudos entomoldgicos

Nos sete pontos do municipio de Floriandpolis, foram coletados 658 espécimens de
flebotomineos , distribuidos nas seguintes espécies: Lutzomyia fischeri, L. migonei,
L. edwardsi, L. tupynambai, L. firmatoi e L. neivai. Apds a identificacdo especifica,
foram preparados 136 “pools” contemplando todas as espécies. Capa “pool” foi
composto por numero variavel de espécimens entre 1 e 9. A Tabela 1 lista 0 nimero

de “pools” por espécie e por ponto de captura.

Tabela 1. Namero de “pools” por espécie de flebotomineo e por ponto de captura em

Floriandpolis, Santa Catarina, em 2010.

Espécie de flebotomineo Ponto de captura

1 2 3 4 5 6 7 la7
Lutzomyia fischeri 3 9 3 41 3 1 6 66
L. neivai 4 1 2 12 2 1 3 25
L. migonei 4 7 1 15 3 1 3 34
L. edwardsi 1 0 0 2 0 0 3 6
L. tupynambai 1 0 O 1 0 O 2 4
L. firmatoi 0 0 0 1 0O O 0 1
Total 13 17 6 72 8 3 17 136

Deteccéao da infeccéo natural de flebotomineos por Leishmania spp.

Dos 136 “pools” de flebotomineos, 9 deles apresentaram-se positivos para

Leishmania sp. (Figura 1). Os “pools” positivos estdo identificados na Tabela 2.
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Figura 1. Produtos de amplificacdo de DNA (flebotomineos) obtidos com iniciadores para um fragmento do gene SSUrRNA de
Leishmania, visualizados ap0s eletroforese em gel de agarose a 2% corado por brometo de etidio. Canaletas: M- Marcador de peso
molecular 100 pb; 16 a 136- DNA total de “pools” de flebotomineos capturados em Floriandpolis; CP- Controle Positivo da Reacéao (L.
chagasi); CN- Controle negativo da reacdo (sem DNA). Amostras positivas para o fragmento de 335pb, caracteristico do género
Leishmania estéao identificadas em vermelho. Legenda de contornos das canaletas positivas: L. fisheri - azul, L. neivai - vermelho, L.
migonei - verde. Nas amostras 1 a 15 e 47 a 65 n&o ocorreu amplificacao (gel ndo mostrado).



Tabela 2- “Pools” de flebotomineos positivos para DNA genérico para Leishmania
spp. de acordo com espécie, numero de espécimens no “pool” e ponto de captura

em Floriandpolis, Santa Catarina.

"Pool" no. Espécie de flebotomineo No. espécimens no "pool" Ponto de captura

36 L. neivai 2 5
69 L. fischeri 10 7
71 L. fischeri 10 7
75 L. neivai 6 7
79 L. neivai 2 7
88 L. fischeri 2 4
117 L. fischeri 8 4
125 L. neivai 3 1
136 L. migonei 1 4

Sequenciamento SSUrRNA para determinacao da espécie de Leishmania

Os “pools” positivos foram submetidos ao sequenciamento de DNA para
determinacdo da espécie de Leishmania. Dos 9 “pools” contendo DNA em nivel
genérico para Leishmania spp., foi possivel determinar a espécie de Leishmania,
através de sequenciamento de DNA, somente em um (nimero 125 - Lutzomyia
neivai). O alinhamento da sequencia obtida com aquelas depositadas no GenBank

permitiu a identificacdo de Leishmania chagasi como espécie infectante (Figura 2 ).

Justifica-se a nédo identificacdo da espécie de parasito infectante para os outros
“pools” positivos (36, 69, 71, 75, 79, 88, 117 e 136) para DNA genérico de
Leishmania como sendo problemas inerentes as técnicas de extracdo de DNA do gel
de agarose ou de sequenciamento de DNA, possivelmente devido a reagentes com
problemas, baixa carga parasitdria de Leishmania nos flebotomineos ou baixa

concentracdo de DNA apos a purificacdo da amostra extraida do gel.
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Figura 2. Alinhamento de sequencias de nucleotideos (nt) da amostra 125 apos
“Nested-PCR” para o gene SSUrRNA de Leishmania e sequencias depositadas no
GENBANK para L. braziliensis. L. amazonensis e L. chagasi. Os pontos e o hifen

representam nt idénticos nas sequencias alinhadas e delecéo, respectivamente .

5. Conclusao

O presente resultado representa o segundo registro de Lutzomyia neivai infectado
por Leishmania chagasi=Leishmania infantum. Em trabalho realizado por Saraiva et
al. (2009) no municipio de Lassance (MG) ja havia sido verificada infeccdo natural
de Lutzomyia neivai por Leishmania infantum chagasi em isolados do parasita e
caracterizados pela técnica de RFLP. Outros trabalhos tém demonstrado o

envolvimento desta espécie na transmissao de Leishmania (Viannia) spp. no estado



10

do Parana (Oliveira et al.,2011) e em Santa Catarina (Marcondes et al., 2009),

respectivamente.

O conjunto de dados sugere a participacao de L. neivai no ciclo de transmissdo da
LV canina por L. chagasi, em Florianopolis. Entretanto, eles sado ainda insuficientes
para incrimina-la, de forma definitiva, como vetor de leishmaniose, uma vez que, de
acordo com Killick-Kendrick (1990), para essa incriminacdo o flebotomineo deve: (1)
se alimentar em humanos e, se a doenca for zoonética, no reservatorio animal; (2)
suportar o desenvolvimento do parasito depois que o bolo sanguineo infectado tiver
sido digerido e expulso; (3) possuir parasitos indistinguiveis daqueles isolados de
pacientes e; (4) ser capaz de transmitir o parasito pela picada. Com excec¢ao do
primeiro requisito, para o qual ja existem evidéncias na literatura (Saraiva et al.,

2009), os outros aguardam verificacao.
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