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RESUMO

Durante o perfodo de 2002 a 2003 foram realizadas coletas de flebotomineos em duas 4reas do estado do Amazonas (Base
de treinamento militar — BI1 e Taruma Mirim). Nessas coletas foram capturadas um total de 1.440 fémeas de Lutzomyia
(Nyssomyia) umbratilis. Lu.umbratilis é a principal responsdvel pela transmissio da Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) ao norte do Rio Amazonas. Do total coletado apenas 15 espécimens (ou 1,04%) apresentaram infec¢io natural por
tripanosomatideos, sendo 12 na BII e 3 em Taruma-Mirim. Isso representou uma taxa de infec¢io de 1,66% (12 dos 720
capturados em BI1) e 0,42% (3 dos 720 em Taruma-Mirim). Estes resultados confirmam as informagoes prévias por outros
autores de reduzidos valores de infec¢io natural por tripanosomatideos em flebotomineos, mesmo em dreas altamente endémicas
para leishmaniose.

PALAVRAS-CHAVE: Infeccio natural, Lutzomyia umbratilis, Leishmaniose Tegumentar Americana, Trypanosomatidae, variacio
mensal.

Natural infection rate of Lutzomyia umbratilis (Diptera: Psychodidae) by
trypanosomatids (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) in endemic areas of
American Tegumentary Leishmaniasis in the Amazonas State, Brazil

ABSTRACT

During the period of 2002 to 2003, there were collected sand flies in two areas of Amazon State (Forest Combat Training Base
— BI1 and Taruma-Mirim). Were collected the 1440 L. (Nyssomyia) umbratilis female. Lu. umbratilis is the main responsible
for the transmission of American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) in the northern of Amazon River. Only 15 specimens
(or 1,04%) presented natural infection with trypanosomatids, being 12 at Bll and 3 at Taruma-Mirim. The infection rate
was 1,66% (12 of the 720 collected at BI1) and 0,42% (3 of the 720 at Taruma-Mirim). These results confirm the previous
informations described by other authors that insects have low rates of natural infection by trypanosomatids even in high
endemic areas for leishmaniasis.

KEYWORDS: Natural infection, Lutzomyia umbratilis, American Tegumentary Leishmaniasis, Trypanosomatidae, mensal
variation.
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INTRODUCAO

Na Amaz6nia, as condi¢bes ecolégicas sio favordveis
a manuten¢io ou aumento da transmissio de doencgas
endémicas, principalmente aquelas que possuem insetos como
vetores (Arias et al. 1977b). Entre essas, estdo as leishmanioses
que tém os flebotomineos como transmissores.

Nas Américas, as leishmanioses sio zoonoses produzidas
por vérias espécies de parasitos do género Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) mostrando graus varidveis
de especificidade para o hospedeiro. E considerada a segunda
doenca causada por protozodrios de importancia em sadde
publica, superada apenas pela maldria (Desjeux, 1991). As
leishmanioses caracterizam-se por afec¢oes dermatolégicas
e sdo endémicas em 88 paises com uma incidéncia anual
de 600.000 casos e uma prevaléncia de 12 milhées de
casos (WHO, 2000; Marcondes, 2001). As leishmanioses
apresentam diferentes manifestagdes clinicas, dentre elas
as formas visceral e tegumentar. A forma tegumentar, estd
entre as 8 doengas infecto-parasitdrias listadas como de maior
importincia pela Organizagio Mundial de Satde (Pereira
& Fonseca, 1994). A transmissio da leishmania ocorre pela
picada do inseto infectado. Virias espécies de flebotomineos
sdo incriminadas como vetoras, enquanto diversas espécies
de mamiferos podem ser hospedeiras (Lainson & Shaw,
1978; Grimaldi & Tesh, 1989). O vetor do Novo Mundo
inclui espécies do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae),
genericamente conhecidos como fleb6tomos (Grimaldi ez 4/,
1989; Silveira et al, 1991, Young & Duncan, 1994). Devido
2 devastagao das florestas estes insetos vém se adaptando
as proximidades das 4reas rurais e urbanas (Andrade Filho,
2001) e aumentando a incidéncia de leishmanioses nestas
4reas (Aradjo Filho, 1981).

A andlise epidemioldgica tem evidenciado um aspecto
predominantemente endémico da leishmaniose tegumentar
americana (TA) em 4reas de colonizac¢io em que a floresta
primdria deu lugar & mata remanescente ou residual (Forattini
et al.,1976; Talhari et al, 1988; Lemos et al., 2001). No
tipo cldssico de cadeia epidemioldgica, o ciclo do parasito
¢ mantido entre flebotomineos e animais silvestres, sendo o
homem considerado um hospedeiro acidental (Lainson ez 4/.,
1981; Biancardi & Castellén, 2000).

Dentre os diversos fatores a serem considerados na
epidemiologia da LTA, encontram-se os treinamentos
militares e projetos de assentamentos. A prestacio do servico
militar obrigatério em atividades florestais e o assentamento
de populacoes humanas nas florestas sem infra-estrutura
adequada propicia o contato do homem com flebotomineos

vetores da LTA (Paes, 1991; Alecrim, 2001).

No Amazonas a incidéncia da LTA vem aumentando
significativamente acompanhando a abertura de novas
estradas e a instalago de novos nucleos residenciais em dreas
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onde previamente existia densa floresta tropical. Em 4reas
de assentamento préximo as rodovias o {ndice de casos é
relevante. Isso é o que acontece no assentamento Taruma-
Mirim, onde até¢ 0 més de abril de 1999 foram registrados

300 casos de LTA (INCRA-AM, 2000).

Azulay & Salgado (1966) foram os que inicialmente
relataram a ocorréncia de LTA em militares na Amazdnia.
Posteriormente, Mattos ez al. (1998) descreveram os aspectos
clinico-epidemioldgicos da doenga em um grupo de militares
que estiveram em 4 dreas endémicas diferentes, observando-se
76% (27/35) com Intradermorreagio de Montenegro (IDRM)
positiva e 24% (8/35) com lesdes de LTA, provavelmente
contraidas em opera¢des de selva em Manaus, pois a espécie
de Leishmania isolada de todos os casos foi a L. (Viannia)
guyanensis.

O objetivo deste estudo foi coletar Lutzomyia umbratilis a
principal espécie vetora de LTA no Amazonas e avaliar a taxa
de infecgdo natural por tripanosomatideos, principalmente
do género Leishmania, em duas dreas endémicas de LTA no
Amazonas.

MATERIAL E METODOS

AREAS DE ESTUDO

O Centro de Instru¢gio de Guerra na Selva-CIGS do
Exército Brasileiro no Amazonas, possui uma 4rea conhecida
como base BI1 dentre as vdrias unidades especializadas em
treinamento na selva. Nesta regido, na década de 80 ocorreu
um surto de LTA em militares, envolvendo acima de 80%
do efetivo de soldados que realizavam treinamento nesta 4rea
(Departamento de Doutrina e Pesquisa —CIGS, comunicagio
pessoal).

A unidade Marechal Rondon (BI1) estd localizada na
Rodovia AM-010 no km 65 (2°43°55”S e 59°47°44”W), as
margens da rodovia AM-010, que liga a cidade de Manaus
a cidade de Itacoatiara. A drea BI1 serve como ponto inicial
dos Cursos de Operacio na Selva (COS). A vegetagio da
4rea ¢ constituida por floresta primdria de terra firme, com
relevos altos e baixos, solo argiloso nas partes mais altas e
areno-argiloso nas partes mais baixas. O dossel da floresta

pode variar de 34 a 40 m.

O assentamento Taruma-Mirim estd situado no ramal da
rodovia BR-174 conhecido como Pau-Rosa, adentrando 8 km
no km 21 da BR-174, no municipio de Manaus-AM (Figura
1). Possui uma 4rea de aproximadamente 43 mil hectares de
floresta primdria de terra firme, onde 1042 familias foram
assentadas. As principais doengas que atingem a populagio
do assentamento sio: leishmaniose (onde em abril de 1999
aproximadamente 300 casos foram registrados), maldria,

gripes, helmintoses, hepatites e varicela (INCRA, 2000).
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Tanto o assentamento Taruma-Mirim como a unidade
BI-1 sdo dreas endémicas para LTA com caracteristicas
diferenciadas. Taruma-Mirim apresenta populagio humana
residente assentada. A unidade BI-1 apresenta individuos
migrantes oriundos de diversas localidades do Brasil em
diferentes épocas do ano para treinamento militar. Ambas dreas
estao localizadas na calha norte do rio Amazonas e leste do Rio
Negro, onde Lu. umbratilis foi incriminada como principal
vetor de LTA, causada pela L. (V)) guyanensis (Lainson et al.,
1976; Arias et al., 1985; Cabanillas & Castellén, 1999).

COLETA DE INSETOS

As coletas foram realizadas durante o perfodo de novembro
de 2002 a outubro de 2003, duas vezes ao més, com intervalos
quinzenais em cada uma das dreas de estudo. Os insetos foram
coletados em base de drvores utilizando-se armadilha luminosa
do tipo “CDC modificada”, que funciona como um aspirador
manual (CDC “miniature”- Hausherr Machine Works, New
Jersey, EUA). O hordrio de coletas foi entre 7:00 e 10:00h em
10 drvores escolhidas apresentando as seguintes caracteristicas:
troncos largos e raizes tabulares.

Esta técnica de aspiragio em base de drvore é considerada
como um método util para se obter uma grande quantidade
de espécimens de espécies que habitam um dado local. A
escolha do hordrio e das caracteristicas das drvores onde foram
coletados os flebotomineos estd de acordo com o observado
anteriormente para a espécie Lu. umbratilis (Lainson ez al.
1973; Arias & Freitas, 1978; Biancardi, 1981; Balbino ez 4/,
2001).

Os flebotomineos coletados foram transportados ao
laboratério de Leishmaniose ¢ Doenga de Chagas (CPCS/
INPA/ AM) em caixa de poliestireno (isopor), dentro de
gaiola de ndilon acondicionada em saco pldstico contendo

Figura 1 - Mapa da Amazonia Legal brasileira (A) e detalhe da area de estudo
(seta) no assentamento Taruma-Mirim proximo de Manaus, Amazonas,
Brasil (B).
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um chumaco de algodao embebido em 4gua, para manter a
baixa temperatura e a umidade.

INFECGAQ NATURAL DOS FLEBOTOMINEQS

Um total de 30 fémeas de Lu. umbratilis por coleta foi
examinada aleatoriamente para dissec¢io. Espécie, condi¢oes
dos ovdrios e caracteristicas da infecgdo foram registradas.
A dissec¢io das fémeas foi baseada na téenica utilizada por
Arias & Freitas (1978) e para a identificagio da espécie
foram utilizadas as chaves taxondmicas de Young & Duncan

(1994).

O conteddo estomacal das fémeas infectadas de Lu.
umbratilis foi semeado em meio de cultura bifdsico NNN-
Difco (Novy & MacNeal, 1904; Nicolle, 1908). Apds os
parasitos terem sido semeados, as culturas foram examinadas
semanalmente e quando se observava presenca de flagelados
era feita uma amplificagio em meio liquido de Schneider
(Hendrichs ez 2. 1978) acrescido de 10% de soro fetal bovino
inativado (SFBi) para criopreservacio e posterior andlise
isoenzimdtica da amostra.

A taxa de infec¢ao natural (TIN) obtida em cada 4rea foi
calculada pelo percentual da razio entre o nimero de fémeas
infectadas e o total de fémeas dissecadas (Freitas ez a/., 2002,
Rodas & Poletto, 2000-2001).

A precipitagio mensal nas 2 dreas durante os perfodos de
coleta, foram fornecidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (EMBRAPA-AM / Figura 2).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Durante o periodo de coleta foram examinadas 1.440
femeas de Lu. umbratilis (720 para cada 4rea estudada). Deste
total, 1,04% (15/1.440) das fémeas apresentaram infeccio
natural por tripanosomatideos nas duas dreas, sendo 12 na
BI1 e trés no assentamento Taruma-Mirim, demonstrando
uma taxa de infecgao de 1,66% (12/720) e 0,42% (3/720),
respectivamente (Tabela 1).

Conforme observado na tabela 2, das 12 amostras
positivas de Lu. wumbratilis na BI1 apenas 7 cresceram em
meio de cultura. As 5 restantes sofreram contaminagio
por microorganismos e/ ou nio ocorreu desenvolvimento
parasitdrio. Das amostras 7 positivas, 2 (IUMB/BR/2003/
IM5064 ¢ TUMB/BR/2003/IM5060) mostraram mais de
40 parasitos por campo. Em uma das fémeas os flagelados
foram localizados no intestino anterior e posterior, enquanto
na outra fémea os flagelados estavam presentes nas glandulas
salivares e no intestino posterior. Em ambas amostras nio
foi encontrado sangue no trato digestivo. Quatro fémeas
apresentaram entre 21 a 40 parasitos por campo, 3 destas
fémeas estavam com sangue em decomposi¢io no trato
digestivo tendo sido os parasitos visualizados no intestino
posterior. A fémea com sangue fresco apresentou parasitos
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Tabela 1 - Taxa de infecco natural por tripanosomatideos em Lutzomyia umbratilis coletados em base de arvore na base Bl1 e assentamento Taruma-Mirim,
no periodo de novembro de 2002 a outubro de 2003, Manaus, Amazonas, Brasil.

Localidade Total de fémeas examinadas  Total fémeas infectadas/més Taxa de infeccao anual (%)
nov dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out

Base BI-1 720 2 0000 O1T O0O0OOS5S 13 1,66

Taruma-Mirim 720 0 0200 0O0OT11TO0OTUO0 OO 0,42

nos tibulos de Malpighi, intestino médio e posterior. Uma
fémea com carga parasitdria entre 06-20 parasitos por campo
ndo apresentou sangue no seu trato digestivo e os parasitos
foram encontrados no intestino posterior. Das 5 amostras
que sofreram contaminagio por microorganismos ¢/ ou nio
ocorreu desenvolvimento parasitdrio (registradas como IUMB/
BR/2002/IM5068, IUMB/BR/2003/IM5069, ITUMB/
BR/2003/IM5070 IUMB/BR/2003/IM5071 ¢ IUMB/
BR/2003/IM5072), todas possufam sangue fresco no trato
digestivo. A infec¢io em 3 fémeas foi de 06-20 parasitos por
campo, e em 2 fémeas de 21-40, localizados exclusivamente
no intestino posterior.

A infec¢ao natural de Lu. umbratilis no assentamento
Taruma-Mirim foi baixa. Apenas 3 fémeas foram encontradas
infectadas e nenhuma amostra foi isolada. As fémeas infectadas

apresentaram baixa carga parasitdria com 01-20 parasitas por
campo (+) a (++), predominantemente no intestino posterior
com sangue em decomposicio e ovdrios desenvolvidos.

Variagbes na precipitagio podem influenciar o ndmero
de fémeas realizando repasto sanguineo. A figura 2 mostra a
sazonalidade da infec¢do natural das fémeas de Lu. umbratilis.
Para a Base Bl-1 observa-se que no més de novembro de 2002
e nos meses de agosto e outubro de 2003 os resultados obtidos
corresponderam a periodos de maiores taxas de infec¢do
natural para esta espécie e com a redugio da precipitagdo.
Com exce¢io do més de dezembro de 2002, onde nio foram
observadas fémeas de Lu. umbratilis infectadas. Na drea do
Taruma-Mirim, foi observada infec¢io natural somente entre
janeiro e junho de 2003 que corresponderam, respectivamente,

Tabela 2 - Localizagdo dos flagelados no tubo digestivo de Lutzomyia umbratilis coletados na Base BI1 e Taruma-Mirim, Manaus, Amazonas, Brasil.

- Flagelados T
Cadigo da Amostra ! Carga? parasitaria g;r;tﬁ](;iglﬁ Condiges’ isolgdos em Distribuigao dos fiagalados®
dos ovarios cultivo® ™ M IP GS
a) Base BI-1
I[UMB/BR/2002/IM5036  +++ SR 3 AC
I[UMB/BR/2002/IM4953  +++ SD 3 AC
[UMB/BR/2003/IM5063 ~ +++ SD 3 AC
[UMB/BR/2003/IM5064 ~ ++++ SS 1 AC
[UMB/BR/2003/IM5062  +++ SD 2 AC
[UMB/BR/2003/IM5060  ++++ SS 2 AC
[UMB/BR/2003/IM5061  ++ SS 2 AC
IUMB/BR/2002/IM5068 ~ +++ SR 3 SC
[UMB/BR/2003/IM5069  +++ SR 3 SC
I[UMB/BR/2003/IM5070  ++ SR 2 SC
I[UMB/BR/2003/IM5071  ++ SR 2 SC
I[UMB/BR/2003/IM5072  ++ SR 2 SC
b) Taruma-mirim
I[UMB/BR/2003/IM5073  + SR 3 co
I[UMB/BR/2003/IM5074  + SD 3 co
IUMB/BR/2003/IM5075  ++ SD 2 co

1: Codigo da amostra: |= insecta; UMB= Lutzomyia umbratilis/ BR= pais de origem (Brasil) / Ano de isolamento/codigo original utilizado pelo INPA;
2: Quantidade de flagelados observados no exame: em torno de: a5 (+ (+);6220 (++); 21240 (+++) emais de 41 (++++);

3: Sangue recente (SR); sangue em decomposicao (SD); auséncia de sangue (SS);
4: Qvarios em desenvolvimento (1), ovos pequenos (2), ovos grandes (3

5. AC: amostra criopreservada em Nltrogenlo liquido;
6: TM= tubos de Malpighi; IM= intestino médio; IP=

0: amostra contamlnada SC: sem crescimento em cultivo.
intestino posterior; GS= glandulas salivares.
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Figura 2 - Distribuigdo média mensal da precipitagdo e taxa de infecgao natural
por tripanosomatideos em Lutzomyia umbratilis no periodo de novembro de
2002 a outubro de 2003 na (a) Base BI-1 e (b) assentamento Taruma-Mirim,
Manaus, Amazonas, Brasil.

a perfodos de menor (janeiro, julho a setembro) e maior
precipitagio média mensal (abril e maio).

No momento as amostras isoladas estao sendo caracterizadas
por isoenzimas (Figueira, 2005) para a identificagio das
espécies de parasitos isolados.

A Lu. umbratilis e L. (V) guyanensis sio os principais
responsdveis pela infeccio humana de LTA ao norte do Rio
Amazonas (Lainson et al., 1976, 1981; Arias & Freitas,
1977b, 1978, 1982). Em dreas endémicas de LTA o indice de
infecgdo natural geralmente é baixo, em torno de 0 a 3,0%, o
que contrasta com a a incidéncia alta da doenca nestas regides
(Arias et al., 1985; Hoch et al.,1986; Miranda, 1998; Miranda
et al., 2002). Taxas de infec¢ao de 0,42% em Taruma-Mirim
e 1,66% na Base BI-1 foram obtidas neste estudo.

Das 15 amostras com flagelados das duas dreas, em menos
de 50% (7/15) cresceram em meio de cultivo bifdsico NNN,
algumas destas devido & contamina¢io. Como ¢ sabido,
infecgbes concomitantes do trato digestivo dos flebotomineos
por bactérias e fungos prejudicam o desenvolvimento dos
flagelados nos cultivos (Schlein ez al., 1985), principalmente

INFECGAO NATURAL POR TRIPANOSOMATIDEOS (KINETOPLASTIDA: TRYPANOSOMATIDAE) EM
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se a carga parasitdria ¢ baixa. Segundo Oliveira ez a/. (2000),
bactérias tém sido identificadas no trato digestivo de vdrias
espécies de insetos, ¢ em algumas espécies, elas podem interferir
no desenvolvimento de parasitos de importincia médica
transmitidos por insetos. Os flebotomineos em condi¢oes
naturais sio capazes de controlar um numero limitado de
bactérias, pois seu mecanismo de defesa ¢ ineficiente contra
infec¢bes macicas. Esse mecanismo, ndo sé ¢ responsdvel
por proteger esses vetores contra infec¢des no intestino,
como também ¢é um fator essencial para susceptibilidade de
flebotomineos em albergar cepas de Leishmania (Schlein er
al., 1985; Oliveira et al., 2000). Dando-se relevincia também
ao fato de que alguns flagelados sio de dificil isolamento
e/ou manuten¢io em cultivo, para alguns autores, um
flebotomineo ¢ considerado pouco suscetivel as leishmanias
quando apresenta baixo indice de infec¢do, principalmente
apds a digestio do sangue que é quando realmente ocorre
a colonizagao do parasita no tubo digestivo. No entanto,
em alguns casos, espécies altamente suscetiveis podem ser
infectadas mesmo quando poucas amastigotas sdo ingeridas
(Shortt, 1945; Strangways-Dixon & Lainson, 1966).

Das fémeas onde foram observadas elevadas cargas
parasitdrias (++++), o trato digestivo encontrava-se sem sangue,
o que nos leva a deduzir que os parasitos j4 teriam passado
pelas barreiras bioldgicas impostas pelo inseto, conseguindo
colonizar o trato digestivo, sendo considerado portanto, um
vetor potencial (Pimenta ez al., 1994; Killick-Kendrick, 1987,
1990, 1999). Em uma das fémeas foram visualizados parasitos
nas glandulas salivares e no intestino posterior. A presenca
de parasitos nas glindulas salivares de uma das fémeas vem
confirmar a relevincia deste achado quanto ao mecanismo
de transmissao de Leishmania (Freitas et al, 2002). Barata
et al. (2004), demonstraram que os flagelados de Leishmania
podem penetrar tanto nas glindulas salivares dos flebétomos
como nas pegas bucais.

Em relagio a sazonalidade da infecgao natural das fémeas
de Lu. umbratilis na drea da BI1, uma taxa de infecgio de
8,3% (5/60) foi observada no més de agosto de 2003, assim
como de 5,0% (3/60) no més outubro de 2003 (Figura 2a) que
coincidiram com os periodos de menores precipitagoes.

Os resultados do assentamento Taruma-Mirim, em relagio
avariagdo mensal da taxa de infec¢io e o indice de precipitacao
(Figura 2b) sdao muito incipientes, verificando-se que nesta
localidade a taxa de infec¢ao de Lu. umbratilis foi muito baixa

quando comparada a BI-1 (Tabela 1).

Lainson ez al. (1986), citam que em drea endémica de
“pian-bois” (variedade de leishmaniose cutinea proveniente
da Guiana Francesa), ao norte do Rio Amazonas, Lu.
umbratilis encontra-se em grande ndimero na estagio
chuvosa e dificilmente é encontrado na estagio seca. No
entanto Gomes (2003), examinando a variacio mensal de
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Lu. umbratilis na drea da BI1, no periodo de marco de 2002
a fevereiro de 2003, demonstrou uma distribui¢io irregular
durante o perfodo estudado, verificando que algumas vezes o
aumento na densidade populacional de Lu. umbratilis ocorria
geralmente no perfodo que antecedia ou sucedia as chuvas. A
taxa de infecgdo natural na 4rea da BI1 sugere que o método
tradicional de dissec¢io nem sempre demonstra a realidade do
que estd ocorrendo na natureza. Muitas vezes a populagio de
insetos infectados observada se encontra reduzida ou a infecgao
¢ tao baixa que impossibilita de ser notada a infec¢ao durante as
dissec¢Ges. E evidente que o nimero de individuos examinados
também influencia este resultado. Este fato pode ser também
observado na drea do Taruma-Mirim, no qual apresentou
aparentemente taxa de infec¢do natural mais reduzida do
que na drea BI1. O Taruma-Mirim tem como caracteristica
ser um ambiente de maior alteragdo e circulagio antrépica,
presenca de cagadores na mata, apesar de ainda manter uma
vegetacio de mata primdria. As variagdes existentes entre as
taxas de infec¢io natural de flebotomineos nos ambientes
estudados, sugere que onde uma maior (Taruma-Mirim) e
menor (BI1) alteragio antrépica foi observada, possa estar
diretamente relacionada a disponibilidade de alimento e fonte
de infec¢do para as fémeas,assim como, outros fatores podem
estar influenciando seja na densidade populacional da espécie,
seja na oportunidade de infecgio. Entretanto, deve-se levar em
consideragio a necessidade de estudos que melhor esclarecam
os diversos fatores que possam estar relacionados as variagoes
nas taxas de infecgdo por tripanosomatideos nestas dreas.
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