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RESUMO 

 

 

Apesar do conhecimento produzido sobre os diversos elementos que 

compõem a cadeia de transmissão da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

no Amazonas, os estudos relacionados a tríade epidemiológica (hospedeiro, vetor e 

agente etiológico) desta doença nos municípios da região conhecida como Alto Rio 

Negro (São Gabriel da Cachoeira - Santa Izabel do Rio Negro – Barcelos) ainda são 

escassos, em particular em São Gabriel da Cachoeira (SGC), onde a região limita-se 

com os paises da Venezuela e Colômbia. Em decorrência disso e considerando a 

ausência de trabalhos relacionados ao agente etiológico e vetores da LTA que se 

encontram circulando no município de SGC, foi realizado levantamento da 

entomofauna de flebotomíneos e com isto verificou-se os potenciais transmissores 

de tripanossomatídeos e/ou leishmânias; além disso, avaliou-se a infecção natural 

nestes insetos pela técnica de dissecção e Nested-PCR, e finalmente realizou-se a 

caracterização bioquímica e molecular para identificação das espécies de 

Leishmania, isoladas de flebotomíneos e humanos. Do total de 6832 flebotomíneos 

coletados e distribuídos em 50 espécies foi observado um índice de diversidade 

considerável (H’= 1,19). Destes 66% (4526/6832) correspondem a 19 espécies 

envolvidas na transmissão de leishmânias e/ou tripanossomatídeos de importância 

para a saúde pública. Foi notificado o primeiro registro de Lutzomyia conviti para o 

Brasil e para o Amazonas.  A taxa de infecção natural por tripanossomatídeos foi em 

torno de 4,26%, sendo L. dendrophyla a espécie que apresentou a maior taxa de 

infecção, com cerca de 3,6%. Dos isolados, apenas 24 cresceram em cultivo, sendo 

23 de flebotomíneo e um humano. Um total de 470 fêmeas de 13 espécies 

diferentes entre elas: L. ayrozai, L. dendrophyla e L. davisi foram testadas com os 

iniciadores descrito por Cruz et al. (2002). Os isolados não apresentaram perfis 

bioquímicos similares as cepas de referência de Leishmania e Endotrypanum. Dos 

fragmentos de DNA da região ITS sequenciados, verificou-se a formação de três 

grupos/espécies, sendo nove com características biológicas similares ao subgênero 

Viannia e dois para o subgênero Leishmania. Sugere-se a participação de L. 

dendrophyla na transmissão de flagelados do gênero Leishmania circulando em 

SGC, podendo ser a região considerada como área de risco em LTA. 
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ABSTRACT 

 

 

Despite the knowledge produced about the various elements that make up the 

chain of transmission of American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) in the Amazonas 

State, the studies related to epidemiological triad (reservoir host, vector and etiologic 

agent) of this disease in the municipalities of the region known as the Upper Rio 

Negro ( São Gabriel da Cachoeira - Santa Isabel do Rio Negro - Barcelos) are still 

scarce, particularly in São Gabriel da Cachoeira (SGC), where the region is limited to 

the countries of Venezuela and Colombia. As a result and given the lack of work 

related to the etiologic agent of ACL and vectors that are circulating in the 

municipality of SGC, the survey was conducted to know the entomofauna of sandflies 

and the potential vectors of trypanosomatids and/or leishmanias; beyond addition, we 

evaluated the natural infection of these insects by dissection technique and nested 

PCR, and finally the biochemical characterization and molecular identification of 

Leishmania species isolated from sandflies and humans. Of the total of 6832 

sandflies collected and distributed in 50 species was observed considerable diversity 

index (H '= 1.19). Of these 66% (4526/6832) account for 19 species involved in the 

transmission of leishmanias and / or trypanosomatids with importance to public 

health. It was reported the first record of Lutzomyia conviti to Brazil and the 

Amazonas State. The rate of natural infection by trypanosomatids was around 

4.26%, and L. dendrophyla was the species with the highest infection rate, about 

3.6%. Of the isolates, only 24 were grown in culture, 23 sandflies and only one from 

human. A total of 470 female, 13 different species including L. ayrozai, L. 

dendrophyla and L. davisi were tested with the primers described by Cruz et al. 

(2002). The isolates showed no biochemical profiles similar with the reference strains 

of Leishmania and Endotrypanum. DNA fragments of the ITS region sequenced was 

found to form three groups/species, nine with biological characteristics similar to the 

subgenus Viannia and two for the subgenus Leishmania. It is suggested the 

participation of L. dendrophyla as a vector of the genus Leishmania in SGC, and that 

this region can be considered as a risk area in ACL. 

 

 



xi 

 

SUMÁRIO 

 

 pág. 

RESUMO...................................................................................................................... ix 

ABSTRACT................................................................................................................... x 

LISTA DE TABELAS..................................................................................................... xii 

LISTA DE FIGURAS..................................................................................................... xiii 

1.   INTRODUÇÃO........................................................................................................ 01 

2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA.................................................................................... 05 

2.1-  Os flebotomíneos............................................................................................ 05 

2.2-  Os tripanossomatídeos........................................................................ 07 

2.3-  Tripanossomatídeos transmitidos por flebotomíneos.............................. 13 

2.4-  A circulação da Leishmania no Amazonas........................................... 13 

2.5-  Áreas de fronteira no extremo noroeste brasileiro e a circulação de 

Leishmania....................................................................................................... 

 

17 

2.6-  Vetores e Leishmania que ocorrem no Amazonas, Venezuela e 

Colômbia.......................................................................................................... 

 

20 

2.7- Métodos de identificação de tripanossomatídeos.................................... 22 

3. OBJETIVOS.............................................................................................................. 26 

3.1-  Geral............................................................................................................... 26 

3.2-  Específico....................................................................................................... 26 

4. CAPÍTULO I.............................................................................................................. 27 

5. CAPÍTULO II............................................................................................................. 52 

6. CAPÍTULO III............................................................................................................ 81 

7. CAPÍTULO IV............................................................................................................ 88 

8. CAPÍTULO V............................................................................................................. 114 

9. DISCUSSÃO GERAL................................................................................................ 152 

10. CONCLUSÕES GERAIS........................................................................................ 162 

11. CONSIDERAÇÒES FINAIS E PERSPECTIVAS.................................................... 164 

12. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS....................................................................... 165 

13. ANEXO................................................................................................................... 184 

 

 



xii 

 

LISTA DE TABELAS 

 

INTRODUÇÃO 

Pág. 

  

Tabela 1. Ocorrência de infecção natural em flebotomíneos por 

tripanossomatídeos dos gêneros Endotrypanum, Trypanosoma e Crithidia....... 

 

14 

  

CAPÍTULO  I  

  

Tabela 1. Número de indivíduos coletados de flebotomíneos (Diptera: 

Psychodidae) no município de São Gabriel da Cachoeira, por meio de 

armadilha luminosa do tipo CDC e aspiração em base de árvore, no período 

de 2007 a 2011, Amazonas, Brasil..................................................................... 

 

 

 

37 

  

CAPÍTULO  II  

  

Tabela 1. Flebotomíneos incriminados como transmissores de 

tripanossomatídeos, capturados em área silvestre no município de São 

Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (períodos de 2007 a 

2011)............................. 

 

 

64 

 

Tabela 2. Espécies de flebotomíneos comprovadamente e/ou suspeitas na 

transmissão de tripanossomatídeos já descritos na literatura............................ 

 

72 

 

CAPÍTULO  V 

 

 

Tabela 1. Origem e identificação das cepas de referência utilizadas para 

identificação preliminar das amostras isoladas.................................................. 

 

122 
 

Tabela 2. Localização dos flagelados no tubo digestório das fêmeas de 

flebotomíneos infectadas coletadas na área de São Gabriel da Cachoeira, 

Amazonas, Brasil................................................................................................ 

 

 

126 
 

Tabela 3. Isolados humanos de Leishmania sp. do município de São Gabriel 

da Cachoeira, AM................................................................................................ 

 

128 



xiii 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

INTRODUÇÃO Pág. 

  

Figura 1. Pleomorfismo nos tripanossomatídeos:  A – Promastigota; B – 

Opistomastigota; C – Epimastigota; D – Tripomastigota; E – Coanomastigota; 

F – Amastigota; G – Paramastigota; H – Esferomastigota; n – núcleo; c – 

cinetoplasto; f – flagelo; b – bolsa flagelar (invaginação da membrana onde se 

insere o flagelo); m – membrana ondulante (prega da bainha do flagelo que 

permite a comunicação com a membrana plasmática).   Fonte: NEVES  et al., 

2011.................................................................................................................... 

 

 

 

 

 

 

08 

 

Figura 2. Mapa do Brasil, indicando a localização do município de São Gabriel 

da Cachoeira.  Fonte: ISA (2005)........................................................................ 

 

 

18 

 

Figura 3. Parque Nacional do Pico da Neblina, localizado no Município de São 

Gabriel da Cachoeira – A: Placa de entrada dos limítrofes do parque e B: 

Vista do Pico da Neblina. Fontes: Pinheiro, 2008 e Exército Brasileiro, 

2009.................................................................................................................... 

 

 

 

 

19 

 

Figura 4. Mapa da Tríplice Fronteira: Brasil - Colômbia - Venezuela. 

Distribuição das espécies de Leishmania e flebotomíneos vetores que 

ocorrem no Amazonas, Colômbia e Venezuela. Fonte: 

www.defesabr.com/abertura.htm........................................................................ 

 

 

 

 

23 

  

CAPÍTULO  I  

  

Figura 1. Mapa da área de coleta com as respectivas coordenadas: Estrada 

de Cucuí e Camanaus - Fonte: Artêmio Coelho da Silva, 2011, 

INPA.................................................................................................................... 

 

 

31 

 

http://www.defesabr.com/abertura.htm


xiv 

 

Figura 2. Métodos de coleta de flebotomíneos: (a) armadilha luminosa tipo 

CDC; (b) aspiração em base de árvore com CDC adaptada à captura 

manual................................................................................................................. 

 

 

32 

 

Figura 3. Processo de triagem e montagem para identificação dos 

flebotomíneos. (a) retiradas dos flebotomíneos utilizando capturador de 

Castro; (b) dissecção das fêmeas e separação dos machos com a retirada 

das genitálias para identificação; (c) montagem das genitálias em lâmina com 

solução de Berlese. Fonte: Pinheiro, 2007......................................................... 

 

 

 

 

 

33 

 

Figura 4. Comparação do (A) Índice de Diversidade de Shannon-Wiener (H’) 

e o (B) Índice de Equitabilidade (J’) entre os métodos de coletas (armadilha 

luminosa CDC e coleta em base de árvore - BA) no período de 2007 a 2011, 

em São Gabriel da Cachoeira, AM...................................................................... 

 

 

 

 

40 

  

CAPÍTULO  II  

  

Figura 1.  Distribuição entre os municípios do Amazonas com maior número 

de notificações de Leishmaniose Tegumentar Americana nos anos de 2010 e 

primeiro semestre de 2011. Fonte: SINAN, 2011............................................... 

 

 

55 

 

Figura 2.  Localização do município de São Gabriel da Cachoeira, Amazonas 

- BR e área da BR 307 (Mapa Satelital) e dos locais onde foram realizadas as 

coletas dos flebotomíneos. Fonte: MapLink/Tele Atlas...................................... 

 

 

 

57 

 

Figura 3.  Número de casos de Leishmaniose tegumentar no período de 2001 

a 2009, no município de São Gabriel da Cachoeira, AM, BR. Fonte: SINAN, 

2011.................................................................................................................... 

 

 

 

59 

 

Figura 4.  Perfil sócio-epidemiológico dos pacientes com Leishmaniose 

Tegumentar, no período de 2001 a 2009, no município de São Gabriel da 

Cachoeira, AM. A: Etnia; B:Gênero; C: Área de moradia; D: Forma 

diagnosticada. Fonte: Hospital de Guarnição de São Gabriel da Cachoeira 

(HGU/SGC)......................................................................................................... 

 

 

 

 

60 



xv 

 

Figura 5.  Faixa etária dos pacientes diagnosticado para Leishmaniose 

Tegumentar Americana, no período de 2001 a 2009, no município de São 

Gabriel da Cachoeira.......................................................................................... 

 

 

61 

 

Figura 6.  Tipo de ocupação profissional dos pacientes diagnosticados para 

Leishmaniose Tegumentar Americana, no período de 2001 a 2009, no 

município de São Gabriel da Cachoeira.............................................................. 

 

 

 

62 

  

CAPÍTULO IV  

  

Figura 1.  Gene de mini-éxon de Leishmania. Cada repetição contém éxon 

altamente conservado (39 pb), uma região moderadamente variável de 

íntrons (55-101 pb), e uma sequência de espaçador altamente variável não 

transcrita (51 a 341 pb). Fonte: Marfurt et al., 2003............................................ 

 

 

 

91 

 

Figura 2.  Resultado obtido após ensaios preliminares de Ln-PCR. Gel de 

agarose a 1,5%, corrida de eletroforese com tampão TAE 1X, de DNA 

extraídos: 1- Fêmea de Lutzomyia umbratilis não infectado; 2- Macho de 

Lutzomyia umbratilis não infectado; 3- Fêmea de L. umbratilis infectado (+); 4- 

Fêmea de L. umbratilis infectado (++); 5 e 6- Machos de L. umbratilis com 

cultura de Leishmania guyanensis; 7 e 8- Fêmeas de L. umbratilis de com 

cultura de L. guyanensis; 9- Cultura de L. chagasi; 10-  Cultura de L. deanei; 

11- Cultura de Endotrypanum schaudinni; 12,13 e 14- Cultura de L. 

guyanensis; 15- Cultura de L. amazonensis; 16- Cultura de Trypanosoma 

cruzi; 17- Cultura de T. rangeli; 18- Controle positivo de L. braziliensis 

(Viannia) – 242pb; 19- Controle positivo de L. amazonensis (Leishmania) – 

302pb; 20- Controle positivo de L. infantum/L. chagasi – 451pb; PM-Peso 

Molecular/Ladder 100pb...................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvi 

 

Figura 3.  Eletroforese a 1,5% de agarose dos produtos da 2ª. amplificação 

de Ln-PCR de amostras de cultura de Leishmania quantificadas utilizando-se 

iniciadores sub-gênero específicos. 1-controle negativo do mix; 2-controle 

negativo da 1ª. PCR; 3-vazio; 4-controle positivo (L. guyanensis);  5-controle 

positivo (L. amazonensis); 6-vazio; 7 a 12- concentrações de 5, 11, 40, 57, 

2,85 x 102  e 2,85 x 103 promastigotas de L. guyanensis, respectivamente; 13 

a 18- concentrações de 5, 11, 40, 57, 2,85 x 102  e 2,85 x 103 flagelados de L. 

amazonensis, respectivamente; PM-Peso Molecular/Ladder 100pb.................. 

 

 

 

 

 

 

 

100 

  

CAPÍTULO  V  

  

Figura 1.  Lesões suspeitas para leishmaniose em pacientes de São Gabriel 

da Cachoeira. a: Lesão sob a forma de úlcera típica no membro inferior 

esquerdo (isolado MHOM/BR/2008/IM5742); b: Lesão verrucosa no membro 

inferior direito (MHOM/BR/2008/IM5743). Fonte: Pinheiro, 2008....................... 

 

 

 

120 

 

Figura 2.  Fotomicrografias de formas promastigotas isoladas de 

flebotomíneos, lâminas coradas pelo método de Giemsa (1000X) Fonte: 

Pinheiro, 2011..................................................................................................... 

 

 

 

127 

 

Figura 3.  Lesões leishmanióticas em pacientes do Hospital de Guarnição de 

São Gabriel da Cachoeira - HGU/SGC. A e B: paciente a 

MHOM/BR/08/IM5742; C: paciente MHOM/BR/08/IM5744; D: paciente: 

MHOM/BR/08/IM5743; E: MHOM/BR/09/IM5745; F: MHOM/BR/07/IM5741. 

Fonte: Pinheiro, 2007; 2008................................................................................ 

 

 

 

 

 

129 

 

Figura 4.  Perfis isoenzimáticos (PGM, G6PDH e GPI). de cepas de referência 

dos gêneros Leishmania e Endotrypanum e das amostras isoladas de 

flebotomíneos e de humano em São Gabriel da Cachoeira, AM. La: 

Leishmania amazonensis; Lc: Leishmania colombiensis; Ls: Leishmania 

shawi; Lg: Leishmania guyanensis; Lb: Leishmania braziliensis; E: 

Endotrypanum sp.; Ln: Leishmania naiffi; Ld: Leishmania deane....................... 
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Figura 5.  Produtos da amplificação da região de mini-éxon. Gel de 

poliacrilamida 12% corado por nitrato de prata, corrida de eletroforese em 

tampão TAE 1X. 6a: 1° poço - PM- marcador de peso Molecular 100pb; 2° e 

3° poços: cepas de referência (L. braziliensis e L. (V.) guyanensis); 4°poço: 

isolado de SGC 5707; 6b: 1° poço - PM- marcador de peso Molecular 100pb; 

2° ao 6° poços: isolados de SGC 5744, 5719, 5720, 5721 e 

5728.................................................................................................................... 
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Figura 6.  Dendrograma do sequenciamento segundo o algoritmo de 

neighbor-joining (NJ) dos isolados de SGC com a formação de três grupos 

com características biológicas similares para os subgêneros Viannia (A, B) e 

Leishmania do gênero Leishmania (C). Abaixo mapa com a localização (em 

vermelho) da coleta dos isolados humanos e de flebotomíneos, nos quais 

foram agrupados de acordo com o sequenciamento da região de 

ITS....................................................................................................................... 
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Figura 7.  Dendrograma construído a partir de sequências da região ITS do 

rDNA dos isolados de São Gabriel da Cachoeira e de espécies de Leishmania 

dos subgêneros Viannia e Leishmania depositadas no GenBank, utilizando o 

método Neighbor-Joining. Os números nos ramos se referem aos índices de 

bootstrap............................................................................................................. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

 

Apesar dos tripanossomatídeos (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) 

infectarem uma variada gama de hospedeiros, apenas os gêneros Leishmania Ross, 

1903 e Trypanosoma Gruby, 1843 são encontrados infectando seres humanos e 

considerados agentes etiológicos de importantes doenças, dentre elas: a 

Leishmaniose, Doença de Chagas e Tripanossomíase africana (JAN et al., 2010; 

FOISSNER et al., 2006; LAINSON e SHAW, 1987; MCGHEE, 1980). 

Em relação ao gênero Leishmania, é provavelmente o que contém o maior 

número de espécies patogênicas para o homem (CUPOLILLO et al., 2000; ALVAR 

et al., 2006; DUJARDIM, 2006). Sendo dividido em dois subgêneros, Leishmania e 

Viannia, de acordo com o desenvolvimento das formas promastigotas no intestino do 

vetor. Portanto parasitos que se aderem à porção anterior e média pertencem ao 

subgênero Leishmania - desenvolvimento suprapylaria, enquanto os parasitos do 

subgênero Viannia aderem-se às paredes do intestino posterior (piloro e íleo) - 

desenvolvimento peripylaria (LAINSON e SHAW, 1979; 1987).  

As leishmanioses são doenças parasitárias distribuídas no Velho Mundo (Sul 

da Europa, Leste Central e Oeste da África e Ásia Central) e no Novo Mundo, desde 

o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (WHO, 2006). No continente 

americano, as formas clínicas da doença são conhecidas como leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral americana (LVA). 

Estas doenças são transmitidas por flebotomíneos (Diptera: Psychodidae, 

Phlebotominae) [SHORTT et al., 1931] e aproximadamente 800 espécies já foram 

catalogadas em todo o mundo. Porém, somente 32 espécies têm sido implicadas na 



2 

 

transmissão da leishmaniose humana (ARIAS e FREITAS, 1977; WHO, 1990; 

YOUNG e DUNCAN, 1994; GALATI, 2003; SALOMÓN, 2009). 

A Amazônia é a região do Brasil que apresenta a maior diversidade de 

tripanossomatídeos isolados (RANGEL e LAINSON 2003), incluindo parasitos dos 

gêneros Leishmania (LAINSON et al., 1979; LAINSON, 1983; SILVEIRA et al., 1987; 

LAINSON e SHAW, 1998), Endotrypanum Mesnil e Brimont, 1908 (ARIAS et al., 

1985; ROGERS et al., 1988), Crithidia Léger, 1902 (RYAN et al., 1987a; SHAW et 

al., 1987) e Trypanosoma (LAINSON e SHAW, 1972; 1979; YOUNG et al., 1987; 

NAIFF et al., 1989), envolvendo inúmeras espécies de vetores flebotomíneos 

(BAPTISTA et al., 2003). 

Estudos epidemiológicos têm sugerido ou incriminado algumas espécies de 

flebotomíneos do gênero Lutzomyia França, 1924 como transmissores de LTA no 

Amazonas (ARIAS e FREITAS, 1977a; 1982; READY et al., 1986; LAINSON e 

SHAW; 1989; AZEVEDO et al., 1993). A espécie Lutzomyia umbratilis, é o principal 

vetor da Leishmania (Viannia) guyanensis, ao norte do Rio Amazonas, 

predominando nas florestas primárias dessa região e a L. anduzei, considerada 

como vetor secundário deste parasito.  A L. flaviscutellata, habita floresta primária, 

sendo mais abundante próximo ao solo, se adapta bem às florestas secundárias de 

capoeira, estudos tem comprovado a transmissão da Leishmania (Leishmania) 

amazonensis por este vetor, e a L. olmeca nociva, vetor secundário (ARIAS e 

FREITAS, 1977; 1978; LAINSON, 1983). Já a espécie L. (V.) naiffi os incriminados 

como vetores são L. ayrozai e L. davisi (LAINSON e SHAW et al., 1989). Em relação 

a L. (V.) braziliensis, nenhum flebotomíneo até o momento foi sugerido como vetor 

desta espécie no Amazonas (LAINSON, 2010). 
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Dentre os 62 municípios do Amazonas, apenas de alguns (Manaus, Rio Preto 

da Eva, Manacapuru, Presidente Figueiredo e Tabatinga) se conhece a respeito dos 

componentes da cadeia de transmissão (agentes etiológicos, reservatórios e 

vetores) da LTA, isto pode ser devido, entre outros fatores, a grande extensão 

geográfica do Estado, a falta de infraestrutura de algumas regiões, as dificuldades 

de acessos aos municípios e a falta de investimentos em pesquisas nesta área. Por 

outro lado, A capital do Amazonas (Manaus) é que detém o maior numero de 

estudos a respeito da ecoepidemiologia da doença (LAINSON et al., 1976; 1981; 

ARIAS e FREITAS, 1977b; 1978; 1982).  

Dentre os municípios do Amazonas, São Gabriel da Cachoeira apresenta 

deficiência no conhecimento da cadeia de transmissão da leishmaniose, pois até o 

momento, não se tem ciência de quais espécies de leishmânias e seus possíveis 

vetores circulam no município. Aliado a isto, trata-se de uma região de fronteira com 

outros países amazônicos (Colômbia e Venezuela), onde ocorrem frequentes 

imigrações em busca de melhores condições de vida e de serviços de saúde 

diferenciado, iniciando, muitas vezes, processos de desmatamento para ocupação 

da área, ocasionando assim um ambiente propício para infecção do homem, pois 

este ao invadir o habitat natural do inseto vetor, torna-se um hospedeiro acidental 

(Pinheiro et al., 2008; Coelho et al., 2011). 

Visando auxiliar a caracterização da ecoepidemiologia da LTA no Estado do 

Amazonas, e principalmente em São Gabriel da Cachoeira, uma das formas é 

identificando a variedade de espécies de Leishmania que causam a doença e levam 

às suas diversas manifestações clínicas. 

Várias metodologias são empregadas para identificação de Leishmania, como 

a análise eletroforética de isoenzimas (MILES et al., 1980; 1981; MOMEM, 1984; 
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CUPOLILLO, 1992; CUPOLILLO et al., 1994; FIGUEIRA et al., 2008), anticorpos 

monoclonais (McMAHON-PRATT, 1981; McMAHON-PRATT et al., 1982; SHAW et 

al., 1986; 1987; 1989; GRIMALDI et al., 1987; 1991; BONFANTE-GARRIDO et al., 

1992; GRIMALDI JR e TESH, 1993; GRIMALDI JR, 1995; BRITO et al., 2009) e 

métodos moleculares baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR), esta 

última metodologia têm sido frequentemente utilizada e tem aumentado a 

sensibilidade e especificidade da identificação de Leishmania spp (ZELEDÓN et al., 

1993; MARFUT et al., 2003; JORQUERA et al., 2005; PITA-PEREIRA et al., 2005; 

MARTIN-SÁNCHEZ et al., 2006; GARCIA et al., 2007; RODRIGUEZ-GONZÁLEZ et 

al., 2007). 

A LTA tem sido registrada em todas as regiões do Estado do Amazonas, onde 

se verifica uma expansão progressiva nos últimos vinte anos (Guerra et al., 2006; 

2011) . Diante da persistência do número de casos, esta zoonose vem causando um 

grande impacto na saúde pública. Apesar disso, ainda existem grandes lacunas na 

epidemiologia desta endemia, como em relação às populações de flebotomíneos e 

identificação de vetores envolvidos na transmissão.  

Portanto o conhecimento a respeito da dinâmica de transmissão da LTA, 

aliado a identificação do parasito, assim como o(s) seu(s) provável(veis) vetor(es) 

que circulam em uma determinada área, são elementos importantes para a pronta 

instalação de uma vigilância epidemiológica, consequentemente contribuindo para 

melhorar o entendimento da doença nas regiões mais longíngua do Estado.  
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2- REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1-  Os Flebotomíneos 

 

Segundo levantamento histórico a respeito dos flebotomíneos, admite-se que 

a primeira descrição deste inseto ocorreu na Itália, em 1786 por SCOPOLI, quando 

citou a espécie Bibio papatasi, e que nos anos seguintes alterou sua nomenclatura 

para Phlebotomus papatasi (DEDET et al., 2003), espécie de amplo interesse em 

medicina veterinária e que ocasiona problemas de saúde pública na Europa, Ásia e 

África (COLACICCO-MAYHUGH et al., 2010).  

Conforme Young e Duncan (1994), os flebotomíneos dividem-se em seis gêneros, 

dos quais: Phlebotomus Rondani e Berté, 1840 (110 espécies), Sergentomyia 

Franca, 1920 (258 espécies) e Chinius Leng, 1987 (três espécies) ocorrem no Velho 

Mundo; Brumptomyia França e Parrot, 1921 (24 espécies), Lutzomyia França, 1924 

(mais de 400 espécies) e Warileya Hertig, 1948 (oito espécies) que estão 

representados no Novo Mundo.  

Os primeiros flebotomíneos americanos foram descritos por Coquillett (1907), 

sendo que no Brasil os responsáveis pela primeira descrição de flebotomíneos foram 

Lutz e Neiva (1912). 

Durante mais de 30 anos de conhecimento do gênero Lutzomyia, apenas 33 

espécies americanas tinham sido registradas. No entanto, esta realidade mudou 

com a observação de que estes insetos são capazes de transmitir doenças a 

animais e humanos como: arboviroses, bartonelose, harara, tripanossomíases e 

principalmente as leishmanioses (ADLER e THEODOR, 1957; ALEXANDER, 2000; 

DANTAS-TORRES, 2009; RASSI et al., 2012).  
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Portanto o gênero Lutzomyia é o de maior número de espécies e de ampla 

distribuição geográfica, com representantes desde os Estados Unidos até o Norte da 

Argentina (SALOMÓN, 2009). Em todo o Mundo são conhecidas, aproximadamente, 

900 espécies de flebotomíneos, sendo 60% na região Neotropical (RANGEL e 

LAINSON, 2003). Das mais de 500 espécies conhecidas de flebotomíneos nas 

Américas, pouco mais de 400 pertencem ao gênero Lutzomyia, o qual é formado por 

15 subgêneros, 11 grupos de espécies e duas espécies com descrição deficiente 

(YOUNG e DUNCAN, 1994; REBELO, 1999; GIL et al., 2003).    

Segundo Ready (2013), tem-se conhecimento, até o momento, de 

aproximadamente, 464 espécies de flebotomíneos sul-americanos, sendo que mais 

de 243 já foram registradas no Brasil, destas cerca de aproximadamente 52% já 

foram descritas na Amazônia (ARIAS e FREITAS, 1977; YOUNG e DUNCAN, 1994; 

RANGEL e LAINSON, 2003).  

Os flebotomíneos são insetos holometábolos, tendo em seu ciclo vital uma 

fase de ovo, uma fase larval que compreende quatro estádios, uma fase pupal e, 

finalmente o adulto, estes, apresentam tamanho que variam de 1,5 a 3 mm, olhos 

grandes, muito cerdosos e de cor palha e castanho-claros, sendo facilmente 

reconhecíveis pela atitude que adotam quando pousados, pois as asas permanecem 

entreabertas e ligeiramente levantadas (READY, 1986; YOUNG e DUNCAN, 1994; 

SILVEIRA, et al., 1996; GALATI et al., 1996).   

Dependendo da localidade, estes insetos apresentam vários nomes 

populares, a saber: cangalha, cangalhinha, asa dura, orelha-de-veado, palha, birigui, 

bererê, tatuquira, murutinga, escangalho, asa branca, ligeirinho, arrupiado 

(REBELO, 1999; BASANO et al., 2004). 
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 A importância dos flebotomíneos como já citado, diz respeito, principalmente, 

por estarem envolvidos na epidemiologia das leishmanioses (KILLICK-KENDRICK et 

al., 1990; 1999). A transmissão de Leishmania envolve diferentes espécies de 

flebotomíneos, associadas a mamíferos reservatórios desses parasitos, levando a 

diferentes ciclos e perfis de transmissão da doença no Brasil e no Mundo (RANGEL 

e LAINSON, 2009). Essa cadeia de transmissão (reservatório, parasito e vetor) 

difere de acordo com a distribuição geográfica das espécies de flebotomíneos e 

reservatórios (KILLICK-KENDRICK et al., 1990; 1999).  

 

2.2-  Os Tripanossomatídeos 

 

A ordem Kinetoplastida é constituída por protozoários que apresentam uma 

organela denominada cinetoplasto, que é uma região especializada da mitocôndria, 

constituída por moléculas circulares de DNA concatenadas. Junto com os 

Euglenóides, os Kinetoplastida representam o mais antigo grupo de organismos 

eucariotos contendo mitocôndria (BAKER, 1994).  

Nesta ordem inserem os tripanossomatídeos, que compreende protozoários 

ecléticos que parasitam animais vertebrados, invertebrados e plantas, apresentando-

se em diferentes formas: promastigotas, coanomastigotas, amastigotas, 

epimastigotas, opistomastigotas, paramastigotas, tripomastigotas e esferomastigotas 

(Figura 1) [HONIGBERG et al., 1964; WALLACE, 1966; LEVINE et al., 1980]. 

 Essa alternância de formas celulares nos tripanossomatídeos é 

particulamente evidente na transição entre hospedeiros vertebrados e invertebrados, 

entretanto pode ocorrer dentro de um mesmo hospedeiro, sendo uma ferramenta de 
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adaptação fisiológica ao ambiente ou em antecipação a próxima etapa do ciclo 

(VICKERMAN et al., 1976).  

 

 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Pleomorfismo nos tripanossomatídeos:  A – Promastigota; B – 

Opistomastigota; C – Epimastigota; D – Tripomastigota; E – Coanomastigota; F – 

Amastigota; G – Paramastigota; H – Esferomastigota; n – núcleo; c – cinetoplasto; f 

– flagelo; b – bolsa flagelar (invaginação da membrana onde se insere o flagelo); m 

– membrana ondulante (prega da bainha do flagelo que permite a comunicação com 

a membrana plasmática).   Fonte: NEVES  et al., 2011. 
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Conforme classificação empregada por Honiberg et al. (1964) e Levine et al. 

(1980), os tripanossomatídeos apresentam um ou mais estágios morfológicos 

durante o seu ciclo de vida aliado com o hospedeiro de origem, sendo isto a base 

para o estabelecimento dos vários gêneros neste grupo: 

- Gênero Blastocrithidia: neste engloba os parasitos que ocorre em dípteros e 

hemípteros, cerca de 30 espécies já foram descritas. Os protozoários neste gênero 

são monogenéticos (sem alternância de geração), apresentam a forma epimastigota, 

podendo ser confundidos com epimastigotas de Trypanosoma. A transmissão se dá 

diretamente entre os hospedeiros a partir das fezes contaminadas. As células 

medem entre 10 e 50 µm de comprimento, com flagelos entre 5 e 12µm (SILVA et 

al., 1977; NEVES et al., 2011); 

- Gênero Crithidia: Compreende parasito caracterizado por forma 

coanomastigota, possuindo apenas insetos (hemípteros, dípteros [Culex e 

Anopheles], hymenópteros, lepidópteros e trichópteros) como hospedeiros. 

Aproximadamente 15 espécies de Crithidia já foram encontradas e algumas sendo 

parasito das por endossimbiontes bacterianos. O mecanismo de transmissão inclui 

um estágio de vida capaz de infectar as larvas dos hospedeiros. Os comprimentos 

médios da célula e flagelo são, respectivamente, 4 a 13µm e 7 a 14µm (LEVINE et 

al.,1990; DE SOUZA e MOTTA 1999; NEVES et al., 2011);  

- Gênero Herpetomonas: estão incluídos neste grupo flagelados que têm 

como hospedeiros a mosca domestica e os hemípteros fitófagos. Cerca de 30 

espécies já foram descritas. Esses flagelados apresentam as formas 

opistomastigotas, as quais caracterizam o gênero, embora paramastigotas e 

promastigotas também ocorram em seu ciclo. A transmissão ocorre por 

contaminação direta entre hospedeiros ou através de estágios de vida livre. O 
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comprimento celular médio oscila entre 6 e 30 µm, com um flagelo de usualmente 10 

µm, mas podendo chegar a 20 µm (DE SOUZA e MOTTA 1999; NEVES et al., 

2011); 

- Gênero Leptomonas: promastigotas são as principais formas observadas 

entre os organismos deste gênero. Parasitam uma grande variedade de insetos 

(lepidópteros, siphonápteros, e anopluros), além de nematoides e protozoários. 

Cerca de 60 espécies já foram descritas. A transmissão ocorre de inseto para inseto 

por contaminação direta com cistos. O comprimento médio do corpo celular das 

formas promastígotas de Leptomonas é da ordem de 10 a 40 µm, dependendo da 

espécie, com um flagelo de mesmas dimensões; algumas espécies, porém, podem 

apresentar promastígotas de até 200µm de comprimento (VICKERMAN et al., 1976; 

1994; NEVES et al., 2011); 

- Gênero Phytomonas: é representado por organismos heteroxênicos (mais 

de um hospedeiro) que possuem plantas e insetos (hemípteros) como hospedeiros, 

com cerca de 10 espécies descritas. Esses protozoários em algumas plantas, como 

palmeiras e café, são patogênicos, causando prejuízos agrícolas (CAMARGO et al., 

1999). Apresentam-se como promastigotas. Suas dimensões vão de 5 a 20µm de 

comprimento, dependendo da espécie e do estágio de cultivo, com um flagelo ao 

redor de 10 µm (CAMARGO et al., 1999; NEVES et al., 2011); 

- Gênero Rhynchoidomonas: estão incluídos nesse grupo parasito 

monoxênico (apenas um hospedeiro) pouco conhecido, com cerca de cinco espécies 

descritas. Apresentando-se formas tripomastigotas nos túbulos de Malpighi dos 

dípteros muscoides. Variam em tamanho, entre 10 e 50µm (VICKERMAN et al., 

1976; 1994; NEVES et al., 2011); 
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- Gênero Trypanosoma: nesse grupo incluem flagelados heteroxênicos que 

possuem como hospedeiros insetos triatomíneos e vertebrados. Apresentam-se sob 

as formas epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos (triatomíneos) e as 

amastigotas e tripomastigotas sanguíneas (vertebrados). Estão inseridas neste 

gênero muitas espécies que parasitam mamíferos, aves, répteis e anfíbios, sendo as 

patogênicas para o homem o Trypanosoma cruzi (Doença de Chagas) e o T. brucei 

(Doença do sono). Conforme a via de transmissão eles são classificados em 

Salivaria (formas metacíclicas transmitidas por inoculação) e Stercoraria (formas 

metacíclicas eliminadas pelas fezes). Esses flagelados apresentam dimensões que 

variam entre 15 e 100 µm, podendo chegar a 1.200 µm em um tripanosoma de 

morcegos. O corpo celular de T. cruzi (tripomastígotas sanguíneas), mede entre 12 e 

30 µm, com um flagelo livre medindo entre dois e 11µm (HOARE, 1972; STEVENS 

et al., 2001; SIMPSON et al., 2006); 

- Gênero Endotrypanum: inclui flagelado heteroxênico de inseto 

(flebotomíneo) e edentados (bicho-preguiça). Apresentando as formas promastigotas 

(insetos) e epi ou tripomastigotas (edentados). Duas espécies foram descritas: 

Endotrypanum schaudinni e E. monterogei (SHAW, 1964; NEVES et al., 2011); 

- Gênero Leishmania: Esses protozoários possuem ciclo de vida heteroxênico, 

alternando entre hospedeiro vertebrado e insetos vetores (flebotomíneo). Além do 

homem, outros mamíferos são hospedeiros vertebrados, tais como cães e alguns 

animais silvestres (LAINSON e SHAW, 1988). O protozoário apresenta 

comportamento dimórfico, ou seja, a fase do ciclo de vida do parasito define sua 

forma estrutural (BRASIL, 2007). A forma móvel, extracelular, flagelada, encontrada 

no trato intestinal do vetor é denominada promastigota (22-25μm) e a forma 

intracelular imóvel, é arredondada ou ovalada (4-6 μm) denominada amastigota, 
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parasitam o sistema fagocítico mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado 

(NEVES et al., 2011). 

O desenvolvimento do protozoário no trato digestivo dos flebotomíneos é 

complexo e passa por diversas mudanças morfológicas e fisiológicas, diferenciando-

se em forma infectante para o hospedeiro mamífero (promastigota) [KILLICK-

KENDRICK, 1979]. Após a picada na pele as formas promastigotas são rapidamente 

fagocitadas por células de defesa, inicialmente neutrófilos e posteriormente os 

macrófagos, e dentro de um vacúolo (fagossomo) se transformam em amastigotas. 

Essa forma intracelular se divide por divisão binária e infectam outros macrófagos 

(KILLICK-KENDRICK, 1999; SACKS e PERKINS, 1985). 

As espécies de Leishmania que causam doenças em humanos são muito 

similares morfologicamente entre si, mas induzem diferentes formas da doença. A 

característica comum a todas é a cronicidade nas manifestações clínicas. A infecção 

pode ser predominantemente visceral, denominada leishmaniose visceral ou calazar; 

restrita à pele, com úlceras crônicas, ou expandir-se nas membranas mucosas 

produzindo lesões mutilantes (HANDMAN, 2001). 

Segundo Gontijo e Carvalho (2003), no Brasil são reconhecidas pelo menos 

sete espécies de Leishmania responsáveis pela doença humana, sendo a forma 

tegumentar causada principalmente pela Leishmania (Viannia.) braziliensis, L. (V.) 

guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis e, mais raramente, pela L. (V.) lainsoni, 

L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi. Na forma visceral a espécie L. (L.) chagasi. Cada 

espécie apresenta particularidades concernentes às manifestações clínicas, vetores, 

reservatórios e padrões epidemiológicos, à distribuição geográfica e até mesmo à 

resposta terapêutica (VALE e FURTADO, 2005). 
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2.3- Tripanossomatídeos transmitidos por flebotomíneos 

 

Além das leishmânias, os flebotomíneos podem transmitir outros 

tripanossomatídeos, como endotrípano, tripanosoma e crithídia (Tabela 1). Os dados 

pertinentes a esses flagelados são subprodutos de estudos epidemiológicos sobre 

as leishmanioses (RANGEL e LAINSON, 2003).  

É perfeitamente possível que alguns isolados de flebotomíneos identificados 

como sendo Leishmania na realidade eram Endotrypanum ou Trypanosoma, pois 

conforme Camargo (1999), ao discutir a respeito da morfologia de 

tripanossomatídeos, chamou a atenção para o fato que este caráter não é confiável 

para distinguir os gêneros supracitados, visto que estágios morfológicos idênticos 

são compartilhados por alguns tripanossomatídeos em alguma fase do ciclo no 

inseto (LAINSON e SHAW, 1988; WALTERS et al., 1989; NIEVES e PIMENTA 2000; 

2002; ROGERS et al., 2002; ROGERS e BATES, 2007). 

Na Tabela 1, vários autores relatam o encontro de tripanossomatídeos dos 

gêneros Endotrypanum, Trypanosoma e Crithida infectando flebotomíneos.  

 

2.4-  A circulação de Leishmania no Amazonas 

 

No Estado do Amazonas, a incidência da Leishmaniose vem aumentando 

significativamente, acompanhando a abertura de novas estradas e a instalação de 

novos núcleos residenciais e assentamento em áreas onde, previamente, existia 

densa floresta tropical. Os treinamentos militares, na selva, também, são fatores 

importantes a serem considerados na epidemiologia da Leishmaniose (ARIAS e 

FREITAS, 1977b; ARAÚJO-FILHO, 1981; ARIAS et al., 1985; TALHARI et al., 1988; 
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GUERRA, 2003; PINHEIRO, 2004; 2008). Consequentemente, a interação do 

homem com o meio ambiente é muitas vezes determinante na rede de causalidades 

múltiplas dessa doença (GRIMALDI, et al., 1989). 

 

Tabela 1.  Ocorrência de infecção natural em flebotomíneos por tripanossomatídeos 

dos gêneros Endotrypanum, Trypanosoma e Crithidia. 

VETOR 
AGENTE 

ETIOLÓGICO 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

Lutzomyia anduzei Endotrypanum sp. SHAW, 1992; ROGER et al.,1988. 

L. antunesi Trypanosoma sp. SILVEIRA et al., 1991; LAINSON e 
SHAW, 1979. 

L. ayrozai Trypanosoma sp. HOCH et al., 1986. 

L. davisi Trypanosoma sp. RYAN et al., 1987; 1987a; HOCH et al., 
1986. 

L. dendrophyla Trypanosoma sp. LAINSON e SHAW, 1979; RYAN et al., 
1987 

L. paraensis Trypanosoma sp. RYAN et al., 1987; 1987a. 

L. shannoni Endotrypanum sp.;  
E. schaudinni; 

Trypanosoma sp. 

ARIAS et al.,1985; ROGERS et al., 
1988 

L. wellcomei Crithidia sp. RYAN et al.,1987a; SHAW et al., 1987 

L. umbratilis Endotrypanum sp.; 
Trypanosoma sp. 

ROGERS et al., 1988; RYAN et al., 
1987a 

 

 

 

Já foram descritas mais de 30 espécies de Leishmania no mundo (WHO, 

2012). Entre estas, mais de 20 espécies causam a doença no homem (GRIMALDI et 

al., 1989; BRASIL. 2007) e destas quatro causam a Leishmaniose cutânea, as quais 

circulam no Amazonas (NAIFF, 1998; BRASIL, 2007; COELHO, 2011) 

 a) Leishmania (Leishmania) amazonensis: É responsável no homem pela 

Leishmaniose cutânea, cutâneo-mucosa e Leishmaniose cutânea difusa anérgica. 
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Apresenta-se distribuída no Brasil, principalmente na bacia amazônica, em áreas de 

florestas primárias e secundárias tipo várzea e igapó (Amazonas, Pará, Rondônia e 

sudoeste do Maranhão) e também na Bahia, Minas Gerais e em Goiás. Está 

presente em outros países como Colômbia, Paraguai, Bolívia e Guiana Francesa. O 

principal hospedeiro silvestre é o roedor Proechimys sp. (rato-sóia). A Lutzomyia 

flaviscutellata é considerada a principal espécie vetora, e tem a característica de ser 

pouco antropofílica. A L. olmeca nociva é considerada como transmissor secundário 

na região do Amazonas e em Rondônia (LAINSON, 1997; SILVEIRA et al., 1997; 

BRASIL, 2007). 

 b) Leishmania (Viannia) braziliensis: No homem, causa lesões conhecidas 

como “ferida brava”, “úlcera de Bauru”, “nariz de anta” etc. O curso da infecção 

geralmente é irregular e crônico. É caracterizada por sua associação com a 

Leishmaniose mucocutânea, sendo de grande interesse médico. Apresenta 

distribuição em todo o Território Nacional, além de vários países da América Central 

e do Sul (de Belize até a Argentina). Em relação ao seu hospedeiro silvestre, poucas 

são as informações, tendo sido relatado parasitos semelhantes em roedores 

(Akodon sp., Proechimys sp. Rattus sp., Oryzomys sp., Rhipidomys sp.) e no 

marsupial Didelphis sp. Tem como vetor, na Serra dos Carajás, a L. welcomei, com 

comportamento antropofílico, com picadas diurnas e de maior atividade nas 

estações de chuva. Outras espécies de flebotomíneos são incriminadas como 

vetores: L. whitmani, L. migonei, L. pessoai, L. intermedia, L. carrerai (LAINSON e 

SHAW, 1987; SILVEIRA et al., 1997; LAINSON, 1997; BRASIL, 2007). 

 c) Leishmania (Viannia) guyanensis: Causa no homem lesões conhecidas 

como “pian-bois” (lesões causadas pela disseminação linfática), frequentemente 

com múltiplas lesões e lesões nas mucosas. Possui uma ampla distribuição no Brasil 
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(Amazonas, Pará, Amapá e Roraima), e também em outros países como as 

Guianas, Peru, Equador e Venezuela. Possui como hospedeiros a preguiça 

(Choloepus didactylus), o tamanduá (Tamandua tetradactyla) e o marsupial 

Didelphis sp.  As espécies de flebotomíneos vetores são: L. umbratilis, o mais 

importante vetor desta espécie, sendo a L. anduzei e L. whitmani  considerados 

como vetores secundários (LAINSON e SHAW, 1987; LAINSON, 1997; SILVEIRA et 

al., 1997; MS, 2007).  Este parasito é o principal responsável pelos casos de 

Leishmaniose no Estado (ARIAS e FREITAS, 1978). 

d) Leishmania (Viannia) naiffi: O parasito causa lesões cutâneas pequenas e 

nodulares que em alguns casos tem cura espontânea. Em animais de laboratório 

como hamsters (Mesocricetus auratus) não desenvolve lesões. Distribui-se pelo 

Brasil nos Estados do Amazonas e Pará, e na Guiana Francesa. Tem como 

hospedeiro o tatu (Dasypus novemcinctus), e apresenta três espécies de 

flebotomíneos incriminadas como vetoras: L. paraensis, L. ayrozai, L. squamiventris. 

Estes insetos apresentam alta antropofilia, cujos hábitos zoofílicos são pouco 

conhecidos (LAINSON e SHAW, 1987; BRASIL, 2007). 

e) Leishmania (Viannia) lainsoni: O parasita causa úlceras cutâneas 

individuais sem evidências de envolvimento nasofaringea (SILVEIRA et al 1987.), 

similar a causada por outras Leishmania pertencentes ao subgênero Viannia, com 

pequenos nódulos auto-limitantes ou úlceras pequenas, com abundantes 

amastigotas no local da lesão. Recentemente foi observada no Amazonas 

(TALHARI, 2011). 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Mesocricetus_auratus
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2.5- Áreas de fronteira do extremo noroeste brasileiro e a circulação de 

Leishmania 

 

Conforme Leonardi et al. (1999), a fronteira é uma zona ou área que 

apresenta duas características básicas no que se refere aos processos 

saúde/doença que aí se estabelecem: a) é o lugar de entrada ou saída de pessoas e 

mercadorias que permitem o intercâmbio e a difusão de agentes patogênicos entre 

países e; b) uma área ou zona com características particulares, onde os habitantes 

dos países vizinhos vivem os efeitos de proximidade, gerando comportamentos 

particulares. 

Em relação à Leishmaniose o movimento de cruzar as fronteiras é um fator de 

risco fundamental que contribui para a urbanização da doença nesta região 

(ROWLAND et al., 1999). A dispersão da Leishmaniose é, devido, sem dúvida, a 

ativa circulação de pessoas (indígenas, militares, caçadores, madeireiros e 

garimpeiros) transpondo a faixa de fronteira entre o Brasil, Colômbia e Venezuela 

(DAVIES et al., 2000). 

O município de São Gabriel da Cachoeira (SGC) está localizado no extremo 

noroeste do Estado do Amazonas (Brasil) à 852 km de Manaus (capital do Estado), 

na bacia do Alto Rio Negro. Limita-se ao Norte com a Colômbia e a Venezuela; ao 

Sudeste com o Município de Santa Isabel do Rio Negro; ao Sul com o Japurá e com 

a Colômbia (Figura 2). Uma parte do seu território abrange o Parque Nacional do 

Pico da Neblina (Figura 3). Devido a sua limítrofe com os países Colômbia e 

Venezuela, o município foi considerado um ponto estratégico para o país, e por essa 

razão a cidade é classificada como área de segurança Nacional, pela Lei Federal n° 

5.449 (ISA, 2005; GIATTI et al., 2007). 
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O município de SGC é o terceiro maior do país em extensão de área (sendo 

Altamira no Pará o primeiro e Barcelos no Amazonas o segundo), ademais é o mais 

indígena entre os municípios do território brasileiro, apresentado um contingente de 

29,0 mil dos 126,6 mil da população indígena nacional. Grande parte desta 

população encontra-se em área rural do município (GIATTI et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mapa do Brasil, indicando a localização do município de São Gabriel da 

Cachoeira.  Fonte: ISA (2005). 
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Nos últimos anos, observa-se no município o processo de migração de 

indígenas provenientes de pequenas comunidades para a cidade. Fato observado 

como importante elemento na dinâmica de riscos à saúde pública (LASMAR, 2002).

 Em relação a leishmaniose, o município apresenta uma lacuna no que diz 

respeito  a cadeia de transmissão desta doença. Até o momento, somente o trabalho 

de Fé et al. (1998) tratou a respeito de um dos segmentos desta cadeia (fauna de 

flebotomíneos), porém  neste trabalho não ocorreu o direcionamento para averiguar 

os flebotomíneos vetores e os agentes etiológicos que circulam na área. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Parque Nacional do Pico da Neblina, localizado no Município de São 

Gabriel da Cachoeira – A: Placa de entrada dos limítrofes do parque e B: Vista do 

Pico da Neblina. Fontes: Pinheiro, 2008 e Exército Brasileiro, 2009.  

 

 

A casuística da leishmaniose no município de São Gabriel da Cachoeira é 

baixa, se comparada com os municípios de Manaus, Rio Preto da Eva e Presidente 

Figueiredo, apresentando uma incidência de aproximadamente 15 casos por ano 

(SINAN, 2011).  Todavia a cidade vem sofrendo grandes modificações em suas 

áreas florestais, devido ao desmatamento com fins de exploração ilegal de madeira, 
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a construção de assentamentos habitacionais e a criação de áreas com finalidade 

agropecuária (GIATTI et al., 2007). É sabido que essas modificações ambientais 

podem contribuir para o aumento da incidência da doença (ARIAS e FREITAS, 

1977b; ARAÚJO-FILHO, 1981; ARIAS et al., 1985; GUERRA et al., 2006). 

Aliado a essas mudanças ambientais, o município apresenta ainda outra 

problemática, a fronteira com os países Colômbia e Venezuela (BONFANTE-

GARRIDO e BARRETO, 1981; ALEXANDER et al., 1987; WARBURG et al., 1991; 

CAMPBELL-LENDRUM et al., 2001). 

A identificação de casos importados de leishmaniose em regiões de fronteira 

torna-se relevante, dadas as diferenças na epidemiologia da doença como: 

características ecológicas, que circulam a Leishmania, características da população 

humana e do vetor, e a gravidade clínica da doença entre ambos os países 

envolvidos (DELGADO et al., 2008). 

 

2.6- Vetores e Leishmania que ocorrem no Amazonas, Venezuela e Colômbia 

  

Das espécies de leishmânia e flebotomíneos vetores que circulam no Estado 

do Amazonas, algumas também ocorrem nos países da Venezuela e Colômbia 

(FELICIANGELI et al., 1985; PARDO et al., 2006; PERRUOLO et al., 2006; 

SALOMÓN et al., 2009) [Figura 4].  

Os flebotomíneos vetores de Leishmaniose na Venezuela e Colômbia 

pertencem a vários subgêneros e aos gêneros Lutzomyia, Bruptomyia e Warileya 

(YOUNG et al., 1987; YOUNG e DUNCAN et al., 1994; DUQUE et al., 2004). A 

maioria dos casos de infecção humana é causada pelos parasitos do gênero 

Leishmania do subgênero Viannia (DUQUE et al., 2004; SALOMÓN et al., 2009) . 
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Durante mais de 20 anos, esforços têm sido feito para determinar a 

distribuição geográfica das espécies de Leishmania na Colômbia. Até o momento, 

numerosas espécies já foram identificadas: L. (V.) colombiensis, L. (V.) braziliensis, 

L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) 

chagasi, L. (L.) garnhani (CORREDOR et al., 1990; SARAVIA et al., 1998; OVALLE 

et al., 2006; URBANO et al., 2011). 

Na Colômbia há registro de casos de LTA em várias áreas urbanas das 

seguintes regiões: Sincelejo, Bucaramanga, Remédios, Villeta, Durania, Letícia e 

Neiva, a que possibilita a ocorrência de um ciclo peridomiciliar de transmissão 

(PARDO et al., 1996; SANDOVAL et al., 1998; VÉLEZ, 2001; ZAMBRANO, 2006). 

No município de Tolima, Colômbia, Rodríguez-Barraquer et al. (2008), 

estudando foco de LTA no peridomicílio, utilizaram a técnica de isoenzimas e analise 

de anticorpos monoclonais para caracterizar os isolados deste estudo e  as 

identificaram  como sendo L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis. Neste trabalho 

verificou-se que L. (V.) guyanensis foi o agente etiológico da maior epidemia de 

Leishmaniose cutânea registrada na Colômbia. Esta espécie até o momento, não 

havia sido previamente registrada fora do Amazonas (principal espécie vetora na 

calha norte do rio Amazonas e leste do rio Negro) [SHAW, 1989; SHAW e LAINSON, 

1976; 1987; SHAW et al., 2007]. Resultados também encontrados por Naiff et al.  

(1999; 1998) e Romero et al. (2000, 2001a; 2001b; 2002a; 2002b; 2005).  

Em relação à Venezuela, estima-se o registro de aproximadamente 2480 

casos anuais de LTA nos últimos (ALVAR et al., 2012). O aumento se deve em parte 

a expansão de L. (V.) braziliensis do ambiente silvestre para o peridomicílio, e 

incluindo ainda focos urbanos (FELICIANGELI, 1997; DELGADO et al., 1997; 2008; 

DAVIES et al., 2000; ZERPA e CONVIT et al., 2009). 
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A doença é endêmica e amplamente distribuída em quase todos os Estados 

venezuelanos (SCORZA et al. 1985). No entanto, são necessários mais estudos 

para melhor determinar os aspectos epidemiológicos das leishmanioses neste país, 

incluindo sua distribuição geográfica, agente etiológico, reservatórios e insetos 

vetores (DAVIES et al., 2000). 

Na Venezuela, já foram registradas as espécies: L. venezuelensis, L. (V.) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana. As duas 

primeiras espécies supracitas têm sido apontadas como responsáveis por diferentes 

formas clínicas da doença. (BONFANTE-GARRIDO et al. 1992; DELGADO et al., 

1993; 1997). Além destas espécies foi observado um híbrido entre L. (V.) braziliensis 

e L. (V.) guyanensis (DELGADO, 1997). 

 

2.7- Métodos de identificação de tripanossomatídeos 

 

A correta identificação e classificação de micro-organismos são de extrema 

importância prática, não só no aspecto clínico, mas também na biotecnologia, em 

estudos ambientais, entre outros. Os métodos usados na discriminação de gêneros, 

espécies e cepa de micro-organismos podem ser divididos em métodos fenotípicos e 

genotípicos. Os métodos fenotípicos baseiam-se em fenômenos bioquímicos, 

fisiológicos e biológicos, enquanto os métodos genotípicos detectam polimorfismos 

ao nível dos ácidos nucleicos, ou variação alélica ao nível de enzimas. 
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Figura 4. Mapa da Tríplice Fronteira: Brasil - Colômbia - Venezuela. Distribuição das 

espécies de Leishmania e flebotomíneos vetores que ocorrem no Amazonas, 

Colômbia e Venezuela. Fonte: www.defesabr.com/abertura.htm. 

http://www.defesabr.com/abertura.htm


24 

 

Primeiramente, a identificação dos tripanossomatídeos se baseia na 

observação microscópica (características morfológicas, tais como a morfometria e a 

mobilidade dos parasitos nos tecidos e hospedeiros), tipo de hospedeiros e origem 

geográfica, assim como a presença de um vetor específico e a capacidade dos 

parasitos crescerem “in vivo” (em vertebrados e invertebrados) e “in vitro” 

(DESQUESMES e DAVILA, 2002). Contudo a descrição de espécies baseada 

apenas nestes parâmetros provou ser insuficiente (SOUZA, 1994; 2000; TIESZEN et 

al., 1989; NAUMOV, 2000; ROMEIRO et al., 2003). Além disso, é frequente 

encontrar infecções mistas entre algumas espécies como por exemplo: no gênero 

Trypanosoma (T. cruzi e T. rangeli) [HOARE, 1972; MARINKELLE, 1976; 

MOLYNEUX, 1991]; no gênero Leishmania (L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi; L. 

(V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis) [SILVEIRA, 1984; MADEIRA et al., 2006; 

COELHO et al.,2011]. 

Em relação as espécies de Leishmania, como o parasito é estruturalmente 

similar tanto nas formas amastigostas quanto promastigotas é impossível a 

identificação por técnicas microscópicas, sendo utilizados caracteres extrínsecos 

para nominar espécie ou para a classificação das mesmas dentro do gênero. 

Somente a partir dos anos 80 com a utilização de isoenzimas e depois com as 

técnicas moleculares foi possível usar caracteres intrínsecos na identificação do 

parasito (MARZOCHI et al., 1980; HANHAM et al., 1990; ISHIKAWA et al., 2002; 

RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2006). 

A técnica recomendada para caracterização e identificação das amostras de 

Leishmania em nível de espécie ainda é a eletroforese de isoenzimas. No entanto 

uma das limitações desta técnica é a necessidade de um grande número de 

parasitos cultivados e a utilização de cepas padrões de referência em cada gel a ser 
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analisado (GARDENER et al., 1974; CHANCE, 1979; KREUTZER et al.,1983; 

MIMORI et al., 1989; CUPOLLILO et al., 1995). 

As ferramentas moleculares têm demonstrado fundamental importância no 

estudo da epidemiologia das leishmânias, tais como: análises do DNA do 

cinetoplasto (kDNA) [BARKER e ARNOT, 1981; PACHECO et al., 1999; PAL et al., 

2004; CORTES et al., 2004; MARTINS et al., 2010] e DNA nuclear (ULIANA et al., 

1991; VAN EYES et al., 1992; HASSAN et al., 1993; TIBAYRENC et al.,1993; 

PIARROUX et al., 1993; 1994; CUPOLILLO et al., 1995; LEWIN, 2000; SCHÖNIAN 

et al., 2000; 2001; MARFURT et al., 2003; KHATRI et al., 2006; ODDONE et al., 

2009; DA SILVA et al., 2012).  

Essas abordagens moleculares podem contribuir significativamente para o 

controle da distribuição da doença através da (o): (i) identificação das espécies 

envolvidas numa região endêmica; (ii) estudo da prevalência da infecção numa 

população; (iii) ajuda no diagnóstico clínico; (iv) determinação da estrutura da 

população e a extensão da migração dos patógenos e vetores envolvidos; e (v) 

estudo da emergência e  propagação de resistência a drogas.  

Diante do exposto, o conhecimento dos componentes pertences à cadeia de 

transmissão da Leishmaniose no município de SGC é de extrema importância para a 

área, visto que a cidade ainda apresenta baixa incidência da doença. No entanto 

atualmente, vem sofrendo com as atividades humanas, provocando mudanças 

ambientais que poderão alterar o perfil epidemiológico desta doença, aliado também 

com a proximidade com outros países. 
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3.  OBJETIVOS 

 

 

3.1- GERAL 

 

Realizar levantamento da entomofauna de flebotomíneos e a circulação de 

tripanossomatídeos em área de risco para leishmaniose cutânea em São Gabriel da 

Cachoeira, AM, BR. 

 

3.2- ESPECÍFICOS 

 

i) Realizar levantamento entomológico da fauna de flebotomíneos na área 

de São Gabriel da Cachoeira; 

ii) Descrever as características epidemiológicas da leishmaniose tegumentar 

notificada em SGC e identificar possíveis espécies de flebotomíneos vetores da 

doença nessa região; 

iii) Isolar flagelados do gênero Leishmania de reservatórios; 

iv) Utilizar a técnica de Ln-PCR na detecção de infecção natural de 

Leishmania em flebotomíneos utilizando o gene de mini-éxon como alvo; 

v) Realizar caracterização biológica e molecular de tripanossomatídeos 

isolados; 

vi)  Analisar as sequências obtidas dos produtos de amplificação da região 

de ITS dos flagelados isolados. 
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4.   CAPÍTULO I 

 

BIODIVERSIDADE DA FAUNA DE FLEBOTOMÍNEOS EM ÁREA DE 

FRONTEIRA BRASILEIRA: MUNICIPIO DE SÃO GABRIEL DA 

CACHOEIRA, AM, BR 
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BIODIVERSIDADE DA FAUNA DE FLEBOTOMÍNEOS EM ÁREA DE FRONTEIRA 

BRASILEIRA: MUNICIPIO DE SÃO GABRIEL DA CACHOEIRA, AM, BRASIL. 

Francimeire Gomes Pinheiro, Rui Alves Freitas e Antonia Maria Ramos Franco 

 

Laboratório de Leishmaniose e Doença de Chagas, Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia, Caixa Postal 478, 69011-970, AM, Brasil 

 

 

RESUMO 

 

 

As corredeiras de São Gabriel da Cachoeira marcam a divisão entre a parte 

do alto e médio Rio Negro no Amazonas, neste município o conhecimento e a 

distribuição em relação à fauna de flebotomíneos até então era escasso. Com o 

intuito de ampliar o conhecimento sobre a entomofauna de flebotomíneos que circula 

pelo município, foram realizadas sete expedições no período de 2007 a 2011. Nas 

coletas foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo CDC dispostas a um metro de 

altura do solo, assim como, coletas em base de árvore com auxiílio de CDC 

modificada para esta finalidade. Um total de 6832 flebotomíneos foi coletado e 

destes 50 espécies foram identificadas, sendo 49 do gênero Lutzomyia e uma do 

gênero Brumptomyia. Do total coletado  58% (3939/6832) eram fêmeas e 42% 

(2893/6832) machos. Os subgêneros Psychodopygus, Psathyromyia e Nyssomyia 

foram os mais frequentes no estudo. A espécie L. ayrozai foi a mais abundante 

enquanto que de L. umbratilis, vetora de Leishmania (Viannia) guyanensis, apenas 

três espécimes foram coletados. A entomofauna de flebotomíneos em São Gabriel 

da Cachoeira apresentou um índice de diversidade H’= 1,19, similar ao encontrado 

na literatura para região norte do Brasil. O conhecimento da entomofauna dos 

flebotomíneos é de suma importância para a saúde pública, principalmente para 

locais distantes dos grandes centros, como é o caso do município São Gabriel da 

Cachoeira.   

 

Palavras-chave: Flebótomo, Leishmaniose, Alto Rio Negro, Entomofauna 
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1.  INTRODUÇÃO  

 

A cidade de São Gabriel da Cachoeira tem uma importância estratégica por 

ser um município de tríplice fronteira localizado no extremo noroeste do Brasil entre 

os países Colômbia e Venezuela (Fig. 1). As suas corredeiras marcam a divisão 

entre a parte do alto e médio Rio Negro no Amazonas, neste município o 

conhecimento e a distribuição em relação à fauna de flebotomíneos até então era 

escasso (FÉ et al., 1998).   

Os primeiros estudos sobre flebotomíneos em São Gabriel da Cachoeira 

foram realizados por Fé et al., (1998) em trabalhos de impacto ambiental na 

hidrelétrica de Miuá.  Este primeiro registro para a área identificou 37 espécies de 

795 flebotomíneos.  Numa localidade adjacente a esta área FELICIANGELI et al. 

(1988) obtiveram uma lista de 22 espécies identificadas de um total 283 

flebotomíneos coletados no Território Federal do Amazonas na Venezuela.  

Em outras regiões, os flebotomíneos também são transmissores de outras 

zoonoses, como as bartoneloses (BIRTLES, 2001), phleboviroses (TESH, 1988), e 

certas flaviviroses, arboviroses e vesiculoviroses (COMER, TESH, 1991; ASHFORD, 

2001), causando sérios problemas de saúde tanto ao homem como para os animais 

domésticos. 

A compreensão da dinâmica populacional dos flebotomíneos pode se revelar 

como um importante fator para a implantação de políticas de controle epidemiológico 

para uma das seis doenças mais importante segundo a Organização Mundial de 

Saúde (OMS), as leishmanioses (PINTO et al., 2010).   

Diante de diferentes combinações de vetores, parasitos, reservatórios, 

condições ambientais, epidemiologia e práticas culturais, as quais contribuem para a 
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transmissão das leishmânias e, aliado ao escasso conhecimento da entomofauna de 

flebotomíneos circulando nesta área, o objetivo deste estudo foi a de realizar o 

levantamento da fauna destes insetos no município de São Gabriel da Cachoeira, 

AM. 

 

2.  MATERIAL E MÉTODOS  

 

Área de estudo – o levantamento da fauna foi realizado ao longo da BR 307 

(estrada de Cucuí), entre as coordenadas (00°06’21’’S, 067°01’37’’W e 00°35'30"N, 

66°46'26"W) e na estrada da Usina Miuá (Fig. 1) no trecho que compreende as 

coordenadas (00°04’18’’S e 067°00’07”W), num total de sete excursões no período 

de 2007 a 2011 todas no mês de julho, exceto no ano de 2007, onde foram 

realizadas mais duas coletas nos meses de janeiro e outubro, isto ocorreu visando 

definir o melhor período de coleta para os anos seguintes, ficando determinado o 

mês de julho, por ter sido o mês no qual foi coletado o maior número de 

flebotomíneos. 

Amostragem - Foi utilizado um total de dezesseis armadilhas luminosas (CDC 

“miniature” - Hausherr’ Machine Works, New Jersey, EUA) [fig. 2a] instaladas a 1 m 

de altura do solo, que funcionaram durante 15 noites, no intervalo das 18h às 8h do 

dia seguinte. Também foram feitas coletas em bases de árvores, em cada uma das 

áreas de estudo, utilizando-se armadilha luminosa do tipo “CDC adaptada” (fig. 2b) 

para este tipo de coleta, que funciona como um aspirador manual. O horário de 

coleta foi das 8h às 10h da manhã, sendo o esforço de coleta de duas horas, 

durante quinze dias. A licença para captura dos flebotomíneos foi obtida junto ao 

IBAMA sob o n° 18893-1. 
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Figura 1. Mapa da área de coleta com as respectivas coordenadas: Estrada de 

Cucuí e Camanaus - Fonte: Artêmio Coelho da Silva, 2012, INPA.  
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Figura 2. Métodos de coleta de flebotomíneos: (a) armadilha luminosa tipo CDC;    

(b) aspiração em base de árvore com CDC adaptada à captura manual.  Fonte: 

Pinheiro, 2008. 

 

 

Taxonomia - Todos os espécimes coletados foram transportados ao 

laboratório de biologia do Instituto Federal do Amazonas de São Gabriel da 

Cachoeira – IFAM, em caixa de polietileno (tipo isopor), dentro de gaiola de náilon e 

acondicionados em saco plástico contendo chumaço de algodão embebido em água 

destilada para manter a temperatura e a umidade no interior do recipiente. Os 

flebotomíneos capturados foram conservados em álcool a 70%, clarificados em KOH 

(hidróxido de Potássio/Merck®) a 10%, montados segundo BARRETTO e 

COUTINHO (1940) e identificados de acordo com as chaves de identificação 

propostas por YOUNG e DUNCAN (1994) e FREITAS e BARRETT (2002) [fig.3, a, b 

e c]. O material testemunho dos flebotomíneos foi depositado na Coleção de 

Invertebrados do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). 
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Figura 3. Processo de triagem e montagem para identificação dos flebotomíneos.  

(a) retirada dos flebotomíneos utilizando capturador de Castro; (b) dissecção das 

fêmeas e separação dos machos com a retirada das genitálias para identificação e 

montagem das genitálias em lâmina com solução de Berlese. Fonte: Pinheiro, 2007. 

 

 

Análise dos dados: O Índíce de Abundância de Espécies (IAE) e o Índice 

Padronizado de Abundância de Espécies (IPAE) (ROBERTS; HIS, 1979) foram 

utilizados para analisar os dados obtidos a partir de capturas em áreas silvestres 

com métodos de coleta distintos. O programa Excel 2007 foi usado para análise dos 

dados.  

Os dados foram registrados em uma tabela e distribuídos em linhas e colunas 

para as espécies por método de coleta. Cada coluna foi classificada separadamente, 

de acordo com o número de espécimes de cada espécie. O valor mais alto para 

cada coluna foi classificada como 1, o segundo como 2 e assim por diante. O IAE foi 

calculado de acordo com a seguinte fórmula: 

  

IAE = (a + Rj) 
         K 
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onde:  

k: número de colunas da tabela (métodos de coleta); 

a: número de métodos de captura em que a espécie esteve ausente x c; 

c: para cada método um ranking de espécies variando entre 1 e n (atribuindo 

o valor de 1,0 para as espécies mais abundantes).  O c compreendeu o maior valor 

de n obtido, considerando todos os métodos de captura, acrescido de 1; 

RJ:  soma das posições de uma determinada espécie em cada método de 

coleta. 

 

Os limites mínimo e máximo deste índice foram determinados de acordo com 

a classificação mais elevada da distribuição, de modo límite é diferente em cada 

série de dados. A fim de evitar esta variação e padronizar o índice, que pode ser 

convertido sobre a escala de valores entre 0 e 1, outro índice foi utilizado, 

denominado pelos autores "Índice Padronizado de Abundância de Espécies - IPAE", 

onde as espécies mais abundantes apresentam valores mais próximos a 1 e vice-

versa. A fórmula para calcular IPAE é: 

 

IPAE = (c-IAE) 
            (c-1) 

 

Os resultados fornecem informações sobre a abundância relativa de espécies, 

bem como sobre a distribuição espacial dos indivíduos coletados.  

Para comparar o total de flebotomíneos capturados na área utilizando-se CDC 

e base foi empregado o DivEs software - Diversidade de Espécies v2.0 

(RODRIGUES, 2005), de modo que os dados puderam ser analisados pelos 

seguintes testes: Índice de Diversidade Shannon-Wiener (H’): em função do grande 



35 

 

número de espécies representadas por poucos indivíduos e Índice de equitabilidade 

(J’): para medir como cada espécie contribui na comunidade através de um 

determinado método. 

 

3.  RESULTADOS  

 

Durante as sete excursões (2007 a 2011) realizadas ao município de São 

Gabriel da Cachoeira, foram coletados 6832 flebotomíneos, sendo que 73% 

(4988/6832) do total  somente em 2007 em três excursões (meses de janeiro, julho e 

outubro). Neste ano de 2007, o mês que apresentou o maior número de indivíduos 

capturados foi julho - mês de menor precipitação pluviométrica (LIEBMANN; 

MARENGO, 2001) representando 62% (3093/4988) do total coletado e os meses 

com menor percentual de espécimes foram janeiro 9% (480/4988) e outubro 29% 

(1425/4988).  

Foram identificadas 50 espécies, sendo 49 pertencentes ao gênero Lutzomyia 

e um espécime do gênero Brumptomyia.  As espécies do gênero Lutzomyia estão 

distribuídas em 10 subgêneros e cinco grupos, além de uma espécie não agrupada 

(Tabela 1). O subgênero Psychodopygus representou 44% do total de espécimes 

capturados seguido por Psathyromyia com 20% e Nyssomyia 13%.  

O número de fêmeas foi superior ao dos machos representando 57% (3939 

indivíduos) das coletas (Tabela 1). 

O índice de diversidade de Shanon-Wiener no município de São Gabriel da 

Cachoeira foi de H’= 1,19. A diversidade de espécies e a equitabilidade foram 

maiores em armadilhas luminosas (H’= 1,2 e J’= 0,6 respectivamente) quando 

comparados com as coletas em bases de árvores (H’= 0,6 e J’= 0,4) [Fig. 5].  
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A análise do IPAE revelou L. ayrozai BARRETTO e COUTINHO, 1940 e L. 

georgii FREITAS e BARRETT, 2002 [IPAE= 1,0] como as espécies mais abundantes 

nos cinco anos de coleta enquanto que L. dendrophyla MANGABEIRA, 1942 

apresentou IPAE= 1,0 apenas no ano de 2007 (Tabela 1).  
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Tabela 1.  Número de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae) coletados com armadilha luminosa do tipo CDC e aspiração em bases 

de árvores, no período de 2007 a 2011, no município de São Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil. 

SUBGÊRO/ 
GRUPO 

GÊNERO/ 
ESPÉCIES 

2007*** 

IPAE ST 

2008 

IPAE ST 

2009 

IPAE ST 

2010 

IPAE ST 

2011 

IPAE ST 
ST 

T CDC BA CDC BA CDC BA CDC BA CDC BA 

♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ 

 Brumptomyia                                  

 B. pentacantha 1 - - - 0,1 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - 1 - 0,0 1 2 0 2 

 Lutzomyia                                  

Psychodopygus 
Mangabeira, 1941 

 

L. ayrozai** 431 576 1 - 1,0 1008 1 2 - - 1,0 2 1 2 - - 1,0 3 32 6 - - 1,0 38 4 4 - - 1,0 8 470 590 1060 

L. davisi** 138 418 - - 0,9 556 29 33 - - 0,9 62 - 3 - - 0,8 3 25 41 1 2 0,9 70 27 63 - 2 0,9 91 220 562 782 

L. geniculata 10 364 - 3 0,9 377 1 41 - 1 0,8 43 1 1 - - 0,6 2 - 24 - - 0,8 24 - 1 - - 0,8 1 12 435 447 

L. bernalei 125 39 2 - 0,8 166 3 1 - - 0,7 4 6 2 - - 0,5 8 43 5 - - 0,7 48 57 4 - - 0,8 61 236 51 287 

L. chagasi** 131 100 - - 0,8 231 4 7 - - 0,7 11 1 - - - 0,4 1 4 - - - 0,7 4 10 - - - 0,7 10 150 107 257 

L. amazonensis** 14 58 - - 0,5 72 1 - - - 0,4 1 - - - - 0,0 0 2 2 - - 0,4 4 - 12 - - 0,5 12 17 72 89 

L. carrerai 9 23 - - 0,5 32 - 3 - - 0,4 3 - - - - 0,0 0 2 2 - - 0,3 4 14 9 - - 0,4 23 25 37 62 

L. paraensis** - - - - 0,5 0 - 5 - - 0,3 5 1 3 - - 0,0 4 5 2 - - 0,2 7 3 3 - - 0,4 6 9 13 22 

L. claustrei - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 1 0 1 1 

L. bispinosa - 1 - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 0 1 1 

L. corossoniensis - - - - 0,1 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - 1 - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 0 1 1 

Psathyromyia  
Barretto, 1962 

L. dendrophyla** 4 5 93 112 1,0 214 45 3 132 2 0,9 182 364 - 9 - 0,9 373 - 6 7  0,9 13 - 2 33 28 0,9 63 687 158 845 

L. shannoni** 10 5 93 48 0,9 156 25 1 75 1 0,8 102 - - 10 - 0,7 10 - 3 3 1 0,8 7 - - 19 5 0,8 24 235 64 299 

L. scaffi** 1 2 33 14 0,8 50 11 - 24 1 0,6 36 - - 3 - 0,3 3 - - 8 - 0,6 8 - - 14 2 0,7 16 94 19 113 

L. lutziana 57 31 2 1 0,4 91 1 - - - 0,3 1 - - - - 0,1 0 5 1 - - 0,3 6 - - - - 0,4 0 65 33 98 

L. campbelli 1 1 - 4 0,1 6 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 1 5 6 

L. punctigeniculata 1 2 - - 0,0 3 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 1 2 3 

L. cusquena 1 - - - 0,2 1 - - - - 0,1 0 1 - - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 0 2 0 2 

Nyssomyia 
Barretto, 1962 

L. flaviscutellata** 103 247 1 2 0,9 353 22 7 - - 0,9 29 1 1 - - 0,7 2 33 20 - - 0,8 53 16 43 - - 0,9 59 176 320 496 

L. anduzei** 28 165 20 28 0,8 241 5 28 2 - 0,8 35 2 2 - - 0,5 4 1 4 - - 0,7 5 2 7 1 1 0,8 11 61 235 296 

L. reducta** 5 21 - - 0,5 26 - 3 - - 0,3 3 - - - - 0,0 0 1 1 - - 0,3 2 7 7 2 - 0,4 16 15 32 47 

L. yuilli** 8 12 3 - 0,5 23 9 2 - - 0,3 11 - - - - 0,0 0 3 3 1  0,2 7 - 1 - - 0,4 1 24 18 42 

L. umbratilis** - 1 1 - 0,2 2 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 1 2 1 3 

L. williamsi - 1 - - 0,1 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - 2 - - 0,1 2 0 3 3 

L. o. nociva** - - - - 0,1 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 1 - - - 0,0 1 - - - - 0,1 0 1 0 1 

Lutzomyia, 
França, 1924 

 

L. spathotrichia** - 2 - - 0,2 2 - 1 - - 0,0 1 - - - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 0 0 4 4 

L. araracuarensis - - - - 0,1 0 - - 2 - 0,0 2 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 0 2 0 2 

L. falcata - - - - 0,1 0 1 - 1 - 0,0 2 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 2 0 2 

L. gomezi** - - - 1 0,0 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - 1 - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 0 1 1 
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Continuação... 

SUBGÊNERO/ 
GRUPO 

GÊNERO/ 
ESPÉCIES 

2007*** 

IPAE ST 

2008 

IPAE ST 

2009 

IPAE ST 

2010 

IPAE ST 

2011 

IPAE ST 
ST 

T CDC BA CDC BA CDC BA CDC BA CDC BA 

♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ 

Evandromyia 
Mangabeira, 1941 

 

L. georgii 49 729 1 2 1,0 781 1 17 - - 1,0 18 2 3 - - 0,9 5 20 28 - - 1,0 48 4 16 1 - 1,0 21 78 795 873 

L. monstruosa 20 30 - 1 0,4 51 - - - - 0,3 0 - - - - 0,0 0 7 6 - - 0,2 13 2 5 - - 0,3 7 29 42 71 

L. tarapacaensis 1 1 - - 0,1 2 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - 1 - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 1 2 3 

Viannamyia 
Mangabeira, 1941 

L. tuberculata** - 16 - 2 0,3 18 - 1 - - 0,2 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 0 - 2 - - 0,2 2 0 21 21 

L. furcata** 7 14 - - 0,1 21 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 0 7 14 21 

Trichopygomyia 
Barretto, 1962 

L. conviti* 66 51 - 1 0,3 118 4 3 - - 0,2 7 - - - - 0,1 0 - - - - 0,2 0 - - - - 0,3 0 70 55 125 

L. wagleyi 28 10 - - 0,2 38 1 2 - - 0,1 3 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 0 - - - - 0,2 0 29 12 41 

Sciopemyia 
Barretto, 1962 

L. sordellii** 38 100 - - 0,6 138 1 1 - - 0,5 2 - - - - 0,2 0 8 7 - - 0,5 15 3 4 - - 0,5 7 50 112 162 

L. servulolimai 7 5 - - 0,3 12 - - - - 0,1 0 - - - - 0,0 0 2 1 - - 0,1 3 - - - - 0,2 1 10 6 16 

Trichophoromyia 
Barretto, 1962 

L. bettinii 31 42 1 - 0,7 74 - 1 - - 0,5 1 - 2 - - 0,1 2 7 1 - - 0,5 8 2 - - - 0,6 2 41 46 87 

Pressatia 
Mangabeira, 1942 

L. triacantha 4 12 - - 0,3 16 1 3 - - 0,1 4 - - - - 0,0 0 1 - - - 0,1 1 - - - - 0,2 0 6 15 21 

Grupo Aragaoi 
Theodor, 1965 

L. aragaoi 9 7 - - 0,1 16 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 9 7 16 

L. abunaensis 8 3 - - 0,1 11 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 8 3 11 

L. coutinhoi 7 2 - - 0,1 9 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 7 2 9 

L. b. barrettoi 1 - - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 1 0 1 

Grupo Oswaldoi 
Theodor, 1965 

L. longipennis 3 - - 2 0,1 5 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 3 2 5 

Grupo Dreisbachi 
Lewis et al., 1977 

L. dreisbachi 25 22 - - 0,2 47 - - - - 0,1 0 - - - - 0,0 0 1 - - - 0,1 1 - - - - 0,2 0 26 22 48 

Grupo Saulensis 
Lewis et al., 1977 

L. saulensis 6 7 - - 0,2 13 - 1 - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,1 0 6 8 14 

Grupo Migonei 
Theodor, 1965 

L. walkeri** 3 9 - - 0,1 12 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 3 9 12 

Não agrupada L. bursiformes - 1 - - 0,0 1 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 - - - - 0,0 0 0 1 1 

SUBTOTAL 1391 3135 251 221 
 4998 

166 166 236 5 
 573 

380 20 22 0 
 422 

203 166 20 3 
 392 

152 185 72 38 
 447 2893 3939 6832 

TOTAL 4526 472 
 

332 241 
 

400 22 
 

369 23 
 

337 110 
 

 
CDC – Armadilha luminosa; BA – Base de árvore; ST – Subtotal; IPAE – Índice Padronizado de abundância de Espécies; T – Total; 

* Primeiro registro para o Brasil; ** Espécies incriminadas ou suspeitas na transmissão de Leishmaniose Tegumentar. 

*** Total de coletas realizadas em janeiro, julho e outubro de 2007. Nos outros anos as coletas foram realizadas somente em julho. 
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Do total de espécies identificadas, são considerados vetores ou supeitas de 

transmitirem leishmanioses: 1) L. umbratilis WARD e FRAIHA, 1977 e L. anduzei 

ROZEBOOM, 1942 vetores de Leishmania (Viannia) guyanensis; 2) L. davisi ROOT, 

1934, L. ayrozai e L. paraensis COSTA LIMA, 1941 / L. (V.) naiffi e L. (V.) 

braziliensis; 3) L. shannoni DYAR, 1929 / L. (Leishmania) mexicana e L. (V.) 

panamensis; 4) L. yuilli YOUNG; PORTER, 1972 / L. (V.) panamensis; 5) L. 

tuberculata MANGABEIRA, 1941 / L. (V.) utingensis; 6) L. furcata/L. (L.) deanei; 7) L. 

amazonensis (ROOT, 1934)/L. (V.) braziliensis; 8) L. flaviscutellata MANGABEIRA, 

1942 / L. (L.) amazonensis e 9) L. gomezi NITZULESCU, 1931 / L. (V.) panamensis. 

Dentre os insetos do subgênero Trichopygomyia foram encontrados 

representantes da espécie L. conviti (RAMÍREZ-PÉREZ et al., 1976), sendo o 

primeiro registro para ao Brasil (PINHEIRO et al., 2010). Esta espécie foi coletada 

em armadilha CDC nas coordenadas (00°04’18S e 067°00’07W) da BR 307 (Figura 

1). Este flebotomíneo não está envolvido na transmissão de flagelados do gênero 

Leishmania (CIPA, 1999). 
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Figura 4.  Comparação do (A) Índice de Diversidade de Shannon-Wiener (H’) e o (B) 

Índice de Equitabilidade (J’) entre os métodos de coletas (armadilha luminosa CDC e 

coleta em base de árvore - BA) no período de 2007 a 2011, em São Gabriel da 

Cachoeira, AM. 
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4.  DISCUSSÃO 

 

O direcionamento das coletas para o mês de julho foi devido as coletas 

prévias, mês de maior número de captura de flebotomíneos, e foi fundamentado 

segundo LIEBMANN e MARENGO (2001), que determinaram o nível de precipitação 

pluviométrica anual na região de São Gabriel da Cachoeira como superior a 3000 

mm, apresentando menor e maior precipitação nos meses de agosto a outubro e 

dezembro, respectivamente. 

Na região Amazônica, alguns autores já enfatizaram a relação entre 

abundância de flebotomíneos e precipitação pluviométrica, pois observaram que 

picos de chuvas proporcionam condição ambiental adequada para as mudanças no 

ciclo de vida (estágios e estádios) destes insetos (ALMEIDA et al., 2010; PINHEIRO 

et al., 2008; SILVA et al., 2007).  

Esta relação não apresenta uma uniformidade entre as espécies, como 

também entre as regiões, como pode ser confirmada em estudos no Norte do Brasil, 

como os de PAES (1991) e BARBOSA et al. (2008) no município de Manaus, AM, 

em que as espécies L. umbratilis e L. anduzei foram as mais abundantes nos 

períodos chuvosos, e países da fronteira como no norte da Venezuela em que L. 

gomezi NITZULESCU, 1931 e L. ovallesi ORTÍZ, 1952 apresentaram um aumento 

na densidade populacional nos períodos mais quentes e na Colômbia L. fairtigi 

MARTINS, 1970 apresentou uma correlação positiva com a precipitação, 

temperatura e umidade relativa (FELICIANGELI et al., 1987). Estes resultados 

mostram que as intempéries climáticas e as alterações ambientais podem influenciar 

na regulação tanto da atividade do vetor como na sua abundância funcionando como 

um fator na transmissão da leishmaniose. 
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Os subgêneros mais representativos neste estudo foram Psychodopygus, 

Psathyromyia e Nyssomyia, grupos estes que contêm espécies vetores de 

leishmaniose com ampla distribuição pela Região Amazônica (SILVA et al., 2007; 

GIL et al., 2009). Semelhantes resultados foram observados em países de fronteira 

como a Colômbia e a Venezuela (FELICIANGELI et al., 1994; RODRIGUEZ et al., 

1999;  VÉLEZ et al., 2001; BEJARANO et al., 2002).  

Na floresta Amazônica, espécies dos subgêneros Psychodopygus e 

Nyssomyia prevalecem no solo e na copa das árvores, respectivamente (ARIAS e 

FREITAS, 1982; AZEVEDO et al., 1993). A preferência por estes hábitats está no 

fato destes locais servirem como território de circulação dos mamíferos, 

principalmente os considerados reservatórios naturais de leishmania, como os 

edentados (Bradypus tridactylus, Choloepus didactylus, Tamandua tetradactyla, 

Dasypus novemcinctus, Cyclopes didactylus), primatas (Pithecia pithecia, Saimiri 

sciureus, Saguinus bicolor bicolor), roedores (Sciurus sp., Dasyprocta agouti, D. 

fuliginosa, Myoprocta acouchy) e carnívoros como Nasua nasua (ARIAS e NAIFF, 

1981; CARMO et al., 2002; NERY, 2003). A abundância das espécies destes 

subgêneros de flebotomíneos, que contêm representantes vetores, nas matas de 

São Gabriel da Cachoeira, aliado ao isolamento de flagelados e o registro de casos 

humanos, demonstraram um maior risco de transmissão da leishmaniose para a 

população desta área. 

Além da abundância de vetores na área estudada foi observado um índice de 

diversidade considerável (H’= 1,19), reforçado por estudos anteriores de Fé et al. 

(1998) que apresentaram um índice de H’=2,86. Em áreas adjacentes a fronteira do 

município, Bejarano et al. (2002), avaliando a associação de flebotomíneos em focos 

de leishmaniose na cidade de Sincelejo, Colômbia, obtiveram um índice de 
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diversidade de H’=0,38, ao coletar um total de seis espécies de 486 espécimes do 

gênero Lutzomyia. VIVERO et al. (2010) no mesmo País, constatou uma diversidade 

de flebotomíneos de H’=0,843 no departamento de Vichada, coletando um total de 

182 insetos pertencentes a 15 espécies do gênero Lutzomyia. Apesar de a Colômbia 

ser um país de fronteira sua diversidade de espécies de flebotomíneos é inferior aos 

índices do Brasil colocando-o em segundo lugar nas Américas com mais de 160 

espécies catalogadas (BEJARANO et al., 2006),  e o Brasil encontra-se em primeiro 

com 400 espécies do gênero Lutzomyia (YOUNG e DUNCAN, 1994; RANGEL e 

LAINSON, 2003). 

Da maioria das espécies de flebotomíneos registradas no Brasil, cerca de 

aproximadamente 52% já foram registradas na Amazônia (ARIAS e FREITAS, 1977; 

YOUNG e DUNCAN, 1994; RANGEL e LAINSON, 2003), onde a maior diversidade é 

encontrada em floresta primária de terra-firme. Trabalhos realizados por Freitas et al. 

(2002) em mata de terra-firme no município de Porto Grande (AP/Brasil) corroboram 

com a afirmação, onde os mesmos verificaram um índice de diversidade em torno 

6,8 com 46 espécies coletadas de um total 20.008 flebotomíneos.  

O número elevado de espécimes de L. ayrozai, tanto em nossas coletas como 

nos resultados dos estudos de FÉ et al. (1998) na área de São Gabriel, pode ser um 

indicativo para a circulação de L. naiffi nesta região, devido esta espécie ser uma 

das envolvidas na transmissão desta leishmania, assim como, L. paraensis e L. 

davisi.  

A segunda espécie mais predominante foi L. georgii que não é considerada 

vetora de tripanossomatídeos e é comumente encontrada em ecossistemas de 

campina/campinarana (SILVA et al., 2010). Anteriormente, esta espécie era 

classificada como L. begonae (ORTÍZ e TORRES, 1975) e, posteriormente, tratada 
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como variante de L. infraspinosa MANGABEIRA, 1942 (FREITAS; BARRETT, 2002).  

Possivelmente, devido a isto, esta espécie não foi relatada nos estudos de FÉ et al. 

(1998) como L. georgii, e sim, como L. begonae. 

O registro tardio de L. conviti no estado do Amazonas (PINHEIRO et al., 

2010) pode ser creditado aos poucos estudos realizados nas áreas de fronteira do 

Brasil. Neste sentido, é esperado que a espécie possa estar presente em outras 

localidades do município de São Gabriel da Cachoeira, em ambientes semelhantes 

àqueles onde foi encontrada. 

A maior proporção de fêmeas em relação aos machos, assinalados em 

diversos estudos no Amazonas (NERY e FRANCO, 2009; GOMES et al., 2009; 

SILVA et al., 2007.), segundo CHANIOTIS et al. (1971), estão relacionados a 

necessidade de maior dispersão entre as fêmeas para realizar a hematofagia, a 

busca por locais para oviposição e descanso, como também, diferenças na taxa de 

mortalidade e controle genético. 

O levantamento da fauna dos flebotomíneos, bem como, o monitoramento de 

espécies transmissoras de leishmânias é realizado com o uso de diversas 

metodologias para se conseguir abranger o maior número de espécies nos diversos 

hábitats. A armadilha CDC é o método preconizado pelo Ministério da Saúde do 

Brasil e amplamente utilizado, pois ela pode ser instalada no intra ou peridomicílio e 

em áreas de mata sendo descritas como padrão para captura de alguns culicídeos e 

flebotomíneos (ALEXANDER e MAROLI, 2003). A associação de capturas em base 

árvores, com armadilha CDC modificada, contribui para a captura de espécies que 

estão adaptadas a ambientes mais próximas ao solo. 

Nos últimos anos de coleta, observamos uma mudança significativa ao longo 

da estrada de Cucuí (BR 307), local onde foi realizado parte do estudo, com grande 
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perda de florestas naturais tropicais, causada pelo desmatamento, e o surgimento 

de sítios com plantações, o que pode ter favorecido o aumento do número de 

flebotomíneos, principalmente, os antropofílico como L. umbratilis, L. anduzei, L. 

davisi, L. paraensis e L. ayrozai. 

 

5.  CONCLUSÃO 

 

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

município de São Gabriel da Cachoeira apresenta um índice de diversidade na fauna 

flebotomínica de H’ = 1,19 e revelou L. ayrozai e L. georgii como as espécies mais 

abundantes nos cinco anos de coleta enquanto que L. dendrophyla apresentou-se 

mais abundante apenas no ano de 2007. Face à presença de várias espécies de 

flebotomíneos com potencial para atuarem como vetores de Leishmania spp na área 

de estudo, o crescente contato dos humanos (militares, indígenas e agricultores) 

com ambientes de floresta primária no município de São Gabriel da Cachoeira pode 

aumentar a possibilidade de aparecimento de casos de leishmanioses humanas. 

Com o registro neste estudo de espécies vetoras (L. gomezi, L. davisi, L. 

scaffi e L. yuilli) de LTA, comuns nos países (Venezuela e Colômbia) que fazem 

fronteira com o município de São Gabriel da Cachoeira é recomendada a realização 

de estudos mais aprofundados que contemplem também aspectos parasitológicos e 

avaliem as taxas de infecção por Leishmania nas espécies comprovadas ou 

suspeitas de serem vetoras, a fim de que seja avaliado o verdadeiro risco à que 

estão expostos os moradores que estão fixando residência ao longo da BR 307 

(Estrada de Cucuí).  
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Portanto, é recomendável que eventuais manejos dos ecossistemas locais 

utilizem medidas que minimizem a possibilidade de contato homem-floresta, 

evitando, dessa forma, o desencadeamento de surtos de LTA na localidade. 
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da Amazônia, Caixa Postal 478, 69011-970, AM, Brasil. 

 

 

RESUMO 

 

 

Avaliando a prevalência da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) em 

São Gabriel da Cachoeira, no período de 2001 a 2009, foram notificados 146 casos 

autóctones, onde 77% eram indígenas e 62% eram do sexo masculino, com faixa 

etária de 30 a 39 anos (35%) e agricultores (41%). A forma clínica cutânea foi 

predominante, porém ocorreu um caso de leishmaniose muco cutânea, no ano de 

2008. O estudo sobre os vetores de Leishmaniose em São Gabriel da Cahoeira foi 

realizado no periodo de 2007 a 2011, nas áreas que abrangem a BR 307 (Estrada 

de Cucuí) e a usina hidreletrica de Miuá. Dos  6832 flebotomíneos coletados,  66% 

(4526/6832) são insetos com importância vetorial para leishmânias e/ou 

tripanossomatídeos, como é o caso de Lutzomyia ayrozay, L. shannoni e L. 

flaviscutellata. Vários fatores têm contribuído para um aumento de interesse mundial 

na epidemiologia, controle e tratamento da leishmaniose. Esta doença transmitida 

por vetores é uma infecção emergente que está se adaptando a ambientes em 

mudança e se espalhando para novas regiões geográficas. 

 

Palavras-chave:  Epidemiologia, Zoonoses, Flebotomíneos, Insetos Vetores  

 

                                                           
*Este capítulo segue as normas e técnicas da revista Sociedade Brasileira de 

Medicina Tropical (2013). 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, tem se observado uma considerável expansão geográfica 

das leishmanioses em todas as regiões do Brasil, de maneira que ocorrem em 

praticamente todos os Estados, sendo a média anual de 35 mil novos casos de 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e quatro mil de Leishmaniose Visceral 

Americana (LVA) [Ashford, 2000, Desjeux, 2004]. 

Este processo tem sido relacionado a questões ambientais e sociais, pois 

anteriormente a doença era restrita a área florestal e rural, agora está presente em 

habitat periurbano e urbano, incluindo grandes cidades brasileiras como Campo 

Grande e Teresina (Oliveira-Pereira et al. 2006). No entanto, surtos rurais da 

leishmaniose continuam a ser um problema, com casos relatados de vários estados 

brasileiros, incluindo Minas Gerais (Maywald et al. 1996, Gontijo et al. 2002, Nunes 

et al. 2006, Saraiva et al. 2006). 

Não obstante, a região Norte ainda encerra os maiores índices da doença e 

segundo o DATASUS (2010), contribuindo até 2006 com 40% dos registros da 

doença no país. 

 O Estado do Amazonas apresenta em sua constituição territorial um total de 

62 municípios, porém, o conhecimento a despeito dos vetores, agentes etiologicos e 

manifestaçao clinica da LTA no estado, limita-se a área conhecida como região 

metropolitana de Manaus (RMM), a qual apresenta os seguintes municípios: 

Manaus, Presidente Figueiredo, Rio Preto da Eva, Itacoatiara, Careiro da Várzea, 

Iranduba, Novo Airão e Manacapuru que formam o grupo conhecido como Grande 

Manaus (IBGE, 2010). Dentro deste grupo, Manaus, Rio Preto da Eva e Presidente 
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Figueiredo são os municípios de maior notificação da doença (SINAN, 2011) [figura 

1]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Distribuição entre os municípios do Amazonas com maior número de 

notificações de Leishmaniose Tegumentar Americana nos anos de 2010 e primeiro 

semestre de 2011. Fonte: SINAN, 2011. 

 

 

 

Apesar do conhecimento produzido sobre os diversos elementos que 

compõem a cadeia de transmissão da LTA no Amazonas, os estudos em relação a 

tríade epidemiológica (hospedeiro, vetor e agente etiológico) da LTA nos municípios 

da região conhecida como Alto Rio Negro (São Gabriel da Cachoeira - Santa Izabel 

do Rio Negro – Barcelos) ainda são escassos, em particular São Gabriel da 

Cachoeira, onde a região limita-se com os paises da Venezuela e Colômbia e, 

nestas áreas a LTA também é um importante problema de saúde pública.  
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A casuística da leishmaniose no município de São Gabriel da Cachoeira 

(SGC) é baixa, se comparada com os municípios de Manaus, Rio Preto da Eva e 

Presidente Figueiredo (SINAN, 2011) [figura 1].  Sendo que no período de 2001 a 

2009 foram registrados 146 casos neste município (Portal ODM, 2013) 

As  mudanças ocorridas, nos últimos anos, nas condições ambientais 

relacionadas ao processo de desmatamento e urbanização em SGC, podem ter 

influência sobre a população de flebotomíneos  e consequentemente, na 

transmissão da leishmaniose. Deste modo, a identificação das áreas de risco à 

transmissão das leishmanioses faz-se necessária para a atuação das vigilâncias 

ambiental e epidemiológica na prevenção desta doença. Este estudo teve como 

objetivo descrever as características epidemiológicas da leishmaniose tegumentar 

notificada em SGC e identificar possíveis espécies de flebotomíneos vetores da 

doença nessa região. 

 

2.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

Área de estudo: O estudo foi realizado no município de São Gabriel da 

Cachoeira (00° 08' 00"S, 66° 59' 00"W) [Figura 2], que é situado no extremo 

noroeste do estado brasileiro do Amazonas. Dista 852 quilômetros da capital do 

estado, Manaus. Está localizado na Bacia do Alto Rio Negro. Limita-se ao norte com 

a Colômbia e com a Venezuela, ao sul e a leste com o município de Santa Isabel do 

Rio Negro e ao sul com Japurá. Parte de seu território é composto pelo Parque 

Nacional do Pico da Neblina, além das terras indígenas.  

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amazonas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Quil%C3%B4metros
http://pt.wikipedia.org/wiki/Manaus
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Bacia_do_Alto_Rio_Negro&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Col%C3%B4mbia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Venezuela
http://pt.wikipedia.org/wiki/Santa_Isabel_do_Rio_Negro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Santa_Isabel_do_Rio_Negro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Japur%C3%A1_(Amazonas)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parque_Nacional_do_Pico_da_Neblina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parque_Nacional_do_Pico_da_Neblina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Terras_ind%C3%ADgenas
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Figura 2. Localização do município de São Gabriel da Cachoeira, Amazonas - BR e 

área da BR 307 (Mapa Satelital) e dos locais onde foram realizadas as coletas dos 

flebotomíneos. Fonte: MapLink/Tele Atlas. 

 

 

Captura de Flebotomíneos: o estudo foi realizado ao longo da BR 307 

(estrada de Cucuí), entre as coordenadas 00°06’21S, 067°01’37’’W e 00°35'30"N, 

66°46'26"W e na estrada da Usina Miuá no trecho que compreende as coordenadas 

00°04’18S e 067°00’07” W,  no período de 2007 a 2011 (capítulo 1). Os 

flebotomíneos foram coletados utilizando-se 16 armadilhas luminosas do tipo CDC 

(CDC “miniature” - Hausherr’ Machine Works, New Jersey, EUA) instaladas em 
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áreas de mata de terra firme a um metro do solo, durante a noite das 18h às 7h do 

dia seguinte. Paralela as coletas com CDC foi realizada aspiração em base de 

árvores, com armadilha do tipo CDC modificada, no momento da retirada das 

armadilhas luminosas no horário entre 8h e 8h30. Foram selecionadas árvores com 

caules acima de 100 cm de circunferência e presença de buracos, facilitando o 

encontro destes insetos. Posteriormente os insetos foram triados, condicionados em 

etanol e identificados segundo a chave taxonômica de Young e Duncan (1994).  

Levantamento de casos humanos:  Em SGC, o diagnóstico e o tratamento 

para leishmaniose são realizados no Hospital de Guarnição de São Gabriel da 

Cachoeira (HGU/SGC), localizado no centro da cidade. O instrumento utilizado para 

obtenção das informações são aquelas constantes da ficha de notificação do 

Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) arquivadas na Vigilância 

Epidemiológica da Secretaria Municipal de Saúde – SGC. 

 

3.  RESULTADOS 

 

Características epidemiológicas da LTA:  Entre o período de 2001 a 2009 

foram notificados 146 casos de LTA em moradores de São Gabriel da Cachoeira 

(Figura 3). Deste total, 62% eram do gênero masculino e 38% do feminino (Figura 4-

A) e a população indígena representou 77% dos casos notificados (Figura 4-B). Em 

relação ao local de moradia, a zona rural foi a qual apresentou a maior incidência 

61% de pacientes com LTA. 
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Figura 3. Número de casos de Leishmaniose tegumentar no período de 2001 a 

2009, no município de São Gabriel da Cachoeira, AM, BR. Fonte: SINAN, 2011. 

 

 

A forma clínica dos casos de LTA foi predominantemente cutânea (Figura 4-

D), porém no ano de 2008, foi diagnosticada em um paciente da etnia Tucano da 

comunidade Balaio, a forma muco cutânea. O mesmo foi encaminhado para a 

Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor de Vieira Dourado (FMT/HDV), em 

Manaus. O método empregado para o diagnóstico da LTA foi o parasitológico, com a 

pesquisa direta das formas amastigotas em material obtido da lesão por 

escarificação (raspado da borda da lesão) e corado pelo método Panótico (BRASIL, 

2007). 
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Figura 4. Perfil sócio-epidemiológico dos pacientes com Leishmaniose Tegumentar, 

no período de 2001 a 2009, no município de São Gabriel da Cachoeira, AM.           

A: Etnia; B:Gênero; C: Área de moradia; D: Forma diagnosticada.  FONTE: Hospital 

de Guarnição de São Gabriel da Cachoeira (HGU/SGC) 

 

 

O tratamento utilizado foi a droga de primeira escolha, o antimonial 

pentavalente, antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®). Este antimonial é 

indicado para tratamento de todas as formas de LTA, embora as formas mucosas 

exijam maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas e maior 

possibilidade de recidivas. No município de São Gabriel da Cachoeira a 

administração do antimonial pentavalente nos pacientes com LTA, foi realizada no 
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Hospital de Guarnição de São Gabriel da Cachoeira (HGU/SGC), pelos profissionais 

de saúde da instituição. 

A idade dos indivíduos variou entre menores de 10 a 79 anos, sendo mais 

representativa a faixa etária de 30 a 39 anos (35%) [Figura 5]. Quanto à ocupação 

principal, as mais frequentes foram a de agricultor (n=60; 21,9%), seguida de militar 

(n=25; 17%) e estudante com (n=20; 14%) [Figura 6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Faixa etária dos pacientes diagnosticados para Leishmaniose Tegumentar 

Americana, no período de 2001 a 2009, no município de São Gabriel da Cachoeira.   
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Figura 6. Tipo de ocupação profissional dos pacientes diagnosticados para 

Leishmaniose Tegumentar Americana, no período de 2001 a 2009, no município de 

São Gabriel da Cachoeira.   

      

 

Fauna de flebotomíneos vetores: Do total de 6832 flebotomíneos coletados e 

distribuídos em 50 espécies, 66% (4526/6832) correspondem a 19 espécies 

envolvidas na transmissão de leishmânia e/ou tripanossomatídeos de importância 

para a saúde pública (Young e Arias, 1992) [Tabela 2]. Dentre estas as mais 

representativas foram L. ayrozai (23%), L. dendrophyla (19%), L. davisi (16%), L. 

flaviscutellata (11%), L. shannoni (6.6%), L. anduzei (6,5%) e L. chagasi (5,6%). As 

demais espécies representam juntas aproximadamente 12,3% do total de vetores 

incriminados e suspeitos (Tabela 1). Os subgêneros Psathyromyia, Psychodopygus 
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e Nyssomyia apresentaram em nível de espécimes as maiores frequências, 51%, 

25% e 21% respectivamente.  

O maior número de indivíduos foi obtido com armadilha luminosa tipo CDC 

com 81% (3688) e 19% (838) por aspiração em base de árvores. As espécies L. 

dendrophyla, L. davisi, L. flaviscutellata, L. shannoni, L. anduzei, L.scaffi, L. yuilli, L. 

tuberculata e L. umbratilis foram comuns tanto em armadilha luminosa quanto em 

aspiração em base de árvores. Já as espécies L. ayrozai, L. chagasi, L. sordelli, L. 

amazonensis, L. furcata, L. paraensis, L. walkeri, L. spatrotrichia, L. olmeca nociva e 

L. gomezi foram capturados somente em armadilha luminosa do tipo CDC. 

A proporção sexual foi de 51% (2303) de fêmeas e 49% (2223) de machos 

coletados.  
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Tabela 1 - Flebotomíneos incriminados como transmissores de tripanossomatídeos, 

capturados em área silvestre no município de São Gabriel da Cachoeira, Amazonas, 

Brasil (períodos de 2007 a 2011). 

ESPÉCIMES 

MÉTODOS DE COLETA 
SUBTOTAL 

TOTAL CDC BASE 

♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ 

Lutzomyia ayrozai 470 589 - - 470 589 1059 

L. dendrophyla 413 16 274 142 687 158 845 

L. davisi 219 559 1 4 220 563 783 

L. flaviscutellata 175 318 1 2 176 320 496 

L. shannoni 35 9 200 55 235 64 299 

L. anduzei 38 206 23 29 61 235 296 

L. chagasi 150 107 - - 150 107 257 

L. scaffi 12 2 82 17 94 19 113 

L. sordelli 50 112 - - 50 112 162 

L. amazonensis 17 72 - - 17 72 89 

L. yuilli 20 18 4 - 24 18 42 

L. tuberculata 19 - - 2 19 2 21 

L. furcata 7 14 - - 7 14 21 

L. paraensis 9 13 - - 9 13 22 

L. walkeri 3 9 - - 3 9 12 

L. umbratilis - 1 - 2 - 3 3 

L. spathotrichia - 4 - - - 4 4 

L. olmeca nociva 1 
 

- - 1 - 1 

L. gomezi - 1 - - - 1 1 

 
CDC – Armadilha luminosa; BA – Base de árvore 

 

 

 

4.  DISCUSSÃO 

 

A LTA na Amazônia ocorre, habitualmente, na forma de surtos epidêmicos em 

locais de caça, construção de estradas, instalação de frentes de trabalho e em 

grupos de militares em treinamento na selva (Talhari et al. 1988,  Paes et al. 1998, 

Pinheiro et al. 2004, 2008). Portanto, a leishmaniose comporta-se como doença 

profissional, sendo os adultos do gênero masculino os mais acometidos. Neste 
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estudo, a LTA foi mais comum neste gênero, esse fato é confirmado em outros 

estudos (Falqueto et al., 2003, Martins et al. 2004, Guerra et al. 2006, Guerra et al., 

2011), e pode ser explicado pela exposição desses trabalhadores em atividades 

relacionadas à agricultura, extração de madeira, abertura de estradas, ou ainda, aos 

processos de ocupação nas periferias das cidades, em sua maioria, desordenados. 

Em suma, o predomínio da idade correspondente a adultos jovens e a atividade 

laboral podem estar influenciando nesta maior ocorrência. 

Em nossos resultados a etnia que prevaleceu foi a indígena, fato esperado 

porque segundo o Censo (2010), o município de São Gabriel da Cachoeira é 

considerado o mais indígena do país, apresentado um contingente de 29,0 mil dos 

126,6 mil da população indígena nacional. E a grande maioria desta população 

encontra-se em área rural do município.  

Na Amazônia, a LTA está agrupada sob três diferentes formas clínicas: 

Leishmaniose Cutânea (LC), Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD) e leishmaniose 

mucosa (LM) [Naiff, 1998, Romero et al. 2002, Romero et al. 2005, Shaw et al. 

2007]. No Estado do Amazonas a LC é a de maior predomínio, principalmente na 

região de Manaus (Romero et al. 2002, Guerra et al. 2011), o mesmo observado 

neste  trabalho, com predominância de 99% dos casos. Apesar da diversidade da 

evolução clinica patológica, a lesão cutânea inicial é similar para todas as formas 

clínicas da doença, podendo resolver-se espontaneamente ou evoluir de forma 

diversa, com envolvimento de mucosas ou não e comprometimento cutâneo de grau 

variado. A cura espontânea já foi evidenciada em Leishmania (Leishmania) 

amazonensis e Leishmania (Viannia) braziliensis (Marsden et al. 1975, Naiff et al. 

1988). 
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Fato importante foi a notificação de um caso da forma muco cutânea da 

doença, em indígena da etnia Tucano. Alguns trabalhos já confirmaram o 

aparecimento da forma mucosa após lesão cutânea antiga e, além disso, de ter sido 

causada pela mesma espécie de Leishmania. (Marsden, 1986, Guerra et al. 2011).  

As espécies L. (V.) panamensis, L. (L.) amazonensis e em alguns casos a L. (V.) 

guyanensis estão envolvidas na etiologia desta forma de Leishmaniose (Saraiva et 

al. 1985, Naiff et al. 1988, Santrich et al. 1990). Contudo a L. (V.) braziliensis é 

reconhecida como o agente etiológico mais importante nas Américas (Osorio et al. 

1998, Guerra et al. 2011).  

É sabido que a grande maioria dos pacientes atendidos no HGU/SGC não 

concretiza o tratamento para leishmaniose (Major Enfa Gianini, HGU/SGC, 

comunicação pessoal), principalmente os indígenas, fato este explicado, pois os 

mesmos residem na zona rural da cidade e necessitam retornar para as suas 

residências, além do mais o tratamento é longo, de aproximadamente um mês. 

Associando com todas essas informações, podemos concluir que provavelmente a 

LM que acometeu o indígena, seja da forma tardia da doença.  

Em relação ao tratamento dos pacientes em São Gabriel da Cachoeira, a 

medicação de primeira escolha ainda continua sendo o Antimoniato de N-metil-

glucamina (Glucantime), o qual é recomendado pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS). 

No tocante à fauna de flebotomíneos de São Gabriel da Cachoeira, não se 

pode deixar de mencionar que estudos prévios já descreveram parte da fauna local, 

com a identificação de espécies já conhecidas e até de novas espécies de 

flebotomíneos (Fé et al, 1998).  
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Corroborando com estes  estudos prévios, nossos resultados vêm não só 

confirmar a importância epidemiológica de algumas espécies de flebotomíneos 

encontradas na fauna de São Gabriel da Cachoeira, tais como: L. ayrozai, L. davisi, 

L. flaviscutellata, L. shannoni, L. anduzei, L.scaffi, L. yuilli, L.tuberculata,  L. 

umbratilis, L. paraensis, L. olmeca nociva, L. gomezi; como também, demonstrar a 

grande diversidade de espécies locais, num total de 50, identificadas.  

Em relação ao encontro de um número bem representativo de espécies do 

Gênero Lutzomyia, que possui as espécies vetoras das leishmanioses, o município 

de São Gabriel se assemelha a outras regiões do Estado. Das 330 espécies 

identificadas, aproximadamente 122 (36,9%) são encontradas na região Amazônica; 

destas, 25 (20,5%) apresentam características antropófilas (Rebêlo et al. 1996, Dias-

Lima et al. 2002). 

Os subgêneros Psathyromyia, Psychodopygus e Nyssomyia apresentam as 

espécies mais abundantes e também os mais importantes vetores de Leishmania na 

Região Amazônica (Ward et al. 1973, Grimaldi et al. 1991, Rangel e Lainson 2003) o 

que foi confirmado no presente estudo.  

As espécies L. ayrozai, L. paraensis e L. davisi, presentes nestas coletas, são 

incriminadas como vetoras de L. (V.) naiffi que é encontrada naturalmente em tatu 

(Dasypus novemcinctus) [Lainson e Shaw, 1989, Dias-Lima et al. 2002] e pouco 

frequente no homem (Lainson e Shaw, 1992).  

Figueira et al. (2008), analisando 23 amostras isoladas de lesões de 

pacientes provenientes dos municípios de Manaus e Rio Preto da Eva, AM, pela 

analise de eletroforese de isoenzimas em gel de agarose,  verificaram que 18 eram 

da espécie L. (V.) guyanensis  e cinco de L. (V.) naiffi, sendo 10 casos de L. (V.) 

guyanensis e três de L. (V.) naiffi, no município de Manaus, e oito de L. (V.) 
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guyanensis e dois de L. (V.) naiffi, em Rio Preto da Eva, demonstrando a ocorrência 

destas espécies nestes municípios. É provável que L. (V.) naiffi possa também 

produzir uma infecção benigna e oculta na pele humana e que a transmissão no 

Amazonas seja mais frequente do que se tem observado (Figueira et al. 2008).  

Em relação a L. davisi, que também está envolvida na transmissão de L. (V.) 

braziliensis, que é a espécie responsável pela maioria dos casos de LC humana no 

Brasil (Oliveira et al. 2004), sua ocorrência já foi registrada em  países vizinhos ao 

Brasil como Venezuela e Colômbia (Cabrera et al. 2009).  

Nas áreas da Serra dos Carajás, no estado do Pará, Souza et al. (2010) 

observaram esta espécie  naturalmente infectado por L. (V.) braziliensis. Apesar de 

ser uma zoonose originalmente silvestre, a LTA causada pela L. (V.) braziliensis tem 

sido descrita por diversos autores ocorrendo em ambientes domésticos, tendo sido 

levantada a possibilidade de que animais domésticos e peridomésticos, e em 

especial o cão, estariam funcionando como importantes fontes de infecção neste 

local (Reis et al. 2010, Falqueto et al. 1986, Marzochi e Marzochi, 1994). 

As espécies L. dendrophyla e L. shannoni,  têm sido associadas com a 

transmissão de Endrotrypanum schaudinni, flagelado encontrado em preguiças 

(Shaw 1991, Arias et al. 1985, Franco et al. 1997, Freitas et al. 2002). L. shannoni é 

amplamente distribuída pelas Américas do Sul e Norte (Fé et al., 1998). Alguns 

autores indicam que em estudos de laboratório pelo menos três espécies de 

Leishmania podem desenvolver-se em L. shannoni: L. (L.) mexicana, L. (V.) 

panamensis e L. (L.) chagasi (Ferro et al. 1998). 

Lutzomyia shannoni alimenta-se de mamíferos, incluindo o homem, e têm 

sido envolvida na transmissão de Leishmaniose Visceral em cães, animais de 
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laboratório e outros mamíferos (Young e Arias, 1992, Travi et al. 2002, Shantz, 

2007).  

A coleta da espécie L. flaviscutellata que apesar de possuir baixa antropofilia 

e atividade essencialmente noturna em ambientes silvestres e de várzea (Ward et al. 

1978, Lainson e Shaw, 1979, 1987; Shaw et al. 1972, Shaw e Lainson, 1987) 

reveste-se de importância epidemiológica, por estar envolvida no Brasil, Colômbia,  

Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Peru, Equador e Bolívia na transmissão de 

L. (L.) amazonensis considerada a segunda espécie Leishmania de maior 

notificação nos Estados brasileiros  (Lainson e Shaw, 1974, Gil et al. 2003, Wolf et 

al. 2003, Souza et al. 2010) e que causa a LC e, raramente, a forma cutânea difusa 

em humanos (Lainson e Shaw, 1974). 

A espécie L. umbratilis, principal vetora na Região Amazônica (ao norte do 

Rio Amazonas) de L. (V.) guyanensis, foi pouco frequente em nossas coletas, 

corroborando com Fé et al. (1998).  L. (V.) guyanensis, agente etiológico da LC, que 

é caracterizada por lesões múltiplas (Ward e Fraiha, 1977), em diversos estudos têm 

alcançado destaque  epidemiológico ao norte do Rio Amazonas, nos estados do 

Pará (Lainson et al. 1976,1979, 1981) e Amazonas, Brasil (Arias e Freitas,1977, 

1978, Arias et al. 1981), na Guiana Francesa (Gentile et al. 1981, Pajot et al. 1982) e 

na Venezuela (Feliciangeli et al. 1985). 

Ao contrário de L. umbratilis a espécie L. anduzei, vetor secundário desta 

leishmânia (Arias e Freitas, 1977), apresentou um número elevado de indivíduos 

neste estudo. Silva et al. (2007) trabalhando nas áreas do município de Manacapuru, 

AM, região localizada as margens do Rio Solimões, apresentou resultados 

semelhantes em que L. umbratilis também teve densidade inferior à de L. anduzei.  
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Outras espécies com densidade baixa merecem destaque por serem 

incriminadas como transmissoras de Leishmania em outros países, como é o caso 

de L. yuilli que tem um comportamento antropofílico e adapta-se bem em ambientes 

domiciliares na Colômbia e na América Latina, esse flebotomíneo é incriminado 

como vetor de L. (V.) panamensis (Santamaria et al. 2006), e L. gomezi que 

apresenta um comportamento tanto antropofílico como endofílico, devido a isto, é 

considerada como provável transmissora em várias regiões endêmicas de LC na 

Colômbia e, também foi encontrada infectada naturalmente no Panamá e Equador 

(Johnson et al., 1963, Gómez e Hashiguchi, 1987). Rodriguez et al., (1999) 

utilizando técnicas moleculares detectaram L. gomezi infectada por L. panamensis 

na Venezuela.   

 

5.  CONCLUSÃO 

  

A leishmaniose constitui, sem dúvida alguma, um grande problema de saúde 

pública, principalmente  na Amazônia, pois é grande o número de pessoas 

infectadas por este mal que tanto preocupa os profissionais da área da saúde.  

Até o momento, este trabalho foi pioneiro na avaliação da problemática da 

LTA, assim como o conhecimento dos seus potenciais flebotomíneos vetores 

circulando no município de São Gabriel da Cachoeira. Por fazer fronteira com os 

países da Colômbia e Venezuela, esta região torna-se uma porta de entrada de 

novos patógenos da doença. Um problema observado em São Gabriel da 

Cachoeira, o qual estar presente também em outras cidades do país é a 

subnotificação dos dados da doença.  
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Em relação aos vetores foi constatada a presença das seguintes espécies: L. 

ayrozai, L. davisi, L. flaviscutellata, L. shannoni, L. anduzei, L.scaffi, L. yuilli, L. 

tuberculata,  L. umbratilis, L. paraensis, L. olmeca nociva, L. gomezi. Não obstante, 

algumas espécies são incriminadas como potencias vetores nos países vizinhos 

Colômbia e Venezuela, como L. gomezi, L.scaffi e L. yuilli. 

É sabido que cada mudança ambiental seja pelo fenômeno natural ou 

intervenção humana, poderá alterar o equilíbrio ecológico das doenças que tem 

insetos como vetores. 

São Gabriel da Cachoeira é o município que concentra a maior população 

indígena nacional, e com isso, devido aos conhecimentos empíricos de algumas 

etnias, o tratamento da LTA fica restrito à cultura do povo da floresta. Às vezes 

recorrendo à terapêutica por fármacos quando a evolução da doença atinge pontos 

críticos.  
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Tabela 2. Espécies de flebotomíneos comprovadamente e/ou suspeitas na transmissão de tripanossomatídeos já descritos na 

literatura. 

VETOR/ 

SUSPEITO 
DISTRIBUIÇÃO 

PARASITOS 

IDENTIFICADOS 
REFERÊNCIAS 

Lutzomyia ayrozai Brasil Leishmania (Viannia) naiff Arias et al., 1985; Lainson e Shaw, 1989; Lainson et al., 1990; 

Rebelo e Oliveira-Pereira, 2001 

L. dendrophyla Brasil Trypanosoma spp. 

L. (V.) guyanensis 

Ryan et al., 1987;  Franco (dados não publicados) 

L. davisi Brasil L (V.) sp; L. (V.) naiffi; 

L. (V.) braziliensis 

Lainson e Shaw, 1987; Lainson e Shaw, 1989; Lainson et al., 

1990; Souza et al., 2010 

L. shannoni Panamá 

Costa Rica 

Brasil 

México 

Estados Unidos 

FNI 

FNI 

Endotrypanum schaudinni 

L. (Leishmania) mexicana 

FNI 

Johnson et al., 1963; 

Zeledón e Alfaro, 1973; 

Arias e Freitas, 1978; Arias et al.,, 1985; Franco e Grimaldi, 1999; 

Pech-May et al., 2010; 

Perkis, 1982 

L. gomezi Colômbia e Venezuela L. (V.) braziliensis Feliciangeli et al., 1994; Feliciangeli et al., 1994; 

L. flaviscutellata Colômbia e Brasil, Venezuela L. (L.) amazonensis Lainson e Shaw, 1968; Ward et al., 1973;  Arias et al., 1987, 1985; 

Ryan et al.,, 1987; 

L. anduzei Brasil e Colômbia L. (V.) guyanensis 

Trypanosoma spp. 

Lainson et al., 1979; Franco et al., 2000 

Ryan et al., 1987; 

L. chagasi Brasil, Colômbia, Peru e 

Venezuela 

Leishmania (complexo 

braziliensis) 

Young e Duncan, 1994; 

L. olmeca nociva Colômbia e Venezuela L. (L.) amazonensis 

L. (L.) mexicana 

Young et al., 1987;  Travi et al., 1988; 
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Continuação: Tabela 2. Espécies de flebotomíneos comprovadamente e/ou suspeitas na transmissão de tripanossomatídeos já 

descritos na literatura 

VETOR/ 

SUSPEITO 
DISTRIBUIÇÃO 

PARASITOS 

IDENTIFICADOS 
REFERÊNCIAS 

L. scaffi Brasil Endrotrypanum sp. Arias et al., 1985 

L. umbratilis Colômbia 

Venezuela 

Brasil 

L. guyanensis 

L. guyanensis 

Trypanosoma spp 

Bonfante-Garrido, 1980; 

Lainson et al., 2010 

Arias e Freitas, 1978; 

L. sordeli Brasil Leishmania  spp Oliveira et al., 2011; Guimarães, 2011; Gil et al., 2003 

L. amazonensis Brasil L. (V.) brasiliensis Lainson e Shaw, 1973; 1979; Fraiha et al., 1980 

L. yuilli Colômbia L. (V.) panamensis Lainson e Shaw, 1972; Santamaria et al., 2006 

 Brasil Leishmania sp. Lainson e Shaw, 1979; 1987 

L. tuberculata Brasil L. (V.) guyanensis, FNI 

L. (V.) utingensis 

Braga et al.,  2003, Lainson e Shaw, 1987 

Killick-kendrick, 1990 

L. furcata Brasil L. (L.) deanei Lainson e Shaw, 1979; Miles et al., 1980 

L. paraensis Brasil Leishmania sp.; 

L. (V.) naiffi 

L. (V.) braziliensis 

Lainson e Shaw, 1979; Lainson et al., 1973; Deane e Lainson, 1985 

L. walker Brasil Leishmania spp. Guimarães, 2011 

L. spathotrichia Brasil FNI Nery et al., 2004 

 
FNI = flagelados não identificados 
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FIRST RECORD OF LUTZOMYIA (TRICHOPYGOMYIA) CONVITI (DIPTERA: 

PSYCHODIDAE, PHLEBOTOMINAE) FROM BRAZIL, COLLECTED IN SÃO 

GABRIEL DA CACHOEIRA, AMAZONAS STATE. 

 

ABSTRACT - During 2007 and 2008, experiments were carried out in São Gabriel da 
Cachoeira municipallity, Amazonas State, to investigate the phlebotomine sandflies 
fauna and the natural infection to protozoa of the genus Leishmania using CDC light 
traps. Of the 229 species of Lutzomyia already registered in Brazil and the 44 
species identified from São Gabriel da Cachoeira, Lutzomyia conviti Ramírez Pérez, 
Martins & Ramírez 1976, was recorded for the first time in this region and in Brazil, 
thus increasing the diversity of phlebotomine sandflies fauna. The new registered 
specie of both sexes and distribution is shown and discussed herein. 
KEY WORDS: Lutzomyia conviti, sandfly, first Record, Phlebotominae, São Gabriel 
da Cachoeira 
 
RESUMO - Durante os anos de 2007 e 2008 foram realizados experimentos no 
município de São Gabriel da Cachoeira, Amazonas, para investigar a fauna de 
flebotomíneos e a infecção natural para protozoários do gênero Leishmania, 
utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC. Das 229 espécies do gênero 
Lutzomyia já registradas no Brasil e entre as 44 identificadas no município de São 
Gabriel da Cachoeira, Lutzomyia conviti Ramírez Pérez, Martins & Ramírez 1976, foi 
registrada pela primeira vez nesta região e no Brasil, aumentando a diversidade da 
fauna de flebotomíneos. A espécie é relatada como sendo o primeiro registro de 
ambos os sexos e sua distribuição é citada e discutida. 
PALAVRAS-CHAVE: Lutzomyia conviti, flebótomo, primeiro registro, Phlebotominae, 
São Gabriel da Cachoeira 
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Dos gêneros de flebotomíneos do Novo Mundo, Lutzomyia França 1924 é o 

de maior número de espécies e de ampla distribuição geográfica, com 

representantes desde os Estados Unidos até o Norte da Argentina. Em todo o 

mundo são conhecidas, aproximadamente, 800 espécies de flebotomíneos, sendo 

60% na região Neotropical. Das mais de 500 espécies conhecidas de flebotomíneos 

nas Américas, pouco mais de 400 pertencem ao gênero Lutzomyia, o qual é formado 

por 15 subgêneros, 11 grupos de espécies e duas espécies com descrição deficiente 

(Rebelo 1999, Young & Duncan 1994, Gil et al 2003).  

No Brasil, tem-se conhecimento, até o momento, de 229 espécies, 

representando 28,6% do total e 47,7% das que ocorrem na região Neotropical 

(Rebelo 1999, Gil et al 2003, Aguiar & Medeiros 2003, Andrade 2007). Da maioria de 

espécies de flebotomíneos registrada em nosso território, cerca de 

aproximadamente 52% já foram registradas na Amazônia (Arias & Freitas 1977, 

Rangel & Lainson 2003).  

Segundo dados de 2003 do Ministério da Saúde têm sido registrados por ano no 

Brasil cerca de 33 mil casos de Leishmaniose Tegumentar Americana, zoonose 

endêmica no norte do Brasil, que tem diversas espécies de flebotomíneos vetores 

desta doença. Na Região Amazônica, a enfermidade vem aumentando 

gradativamente, principalmente relacionada com o desmatamento e as invasões. 

A região norte do Brasil apresenta 166 registros de espécies de flebotomíneos 

sendo 64 endêmicas (Young & Duncan 1994). Para o subgênero Trichopygomyia do 

gênero Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) são registradas no estado do Amazonas, 

quatro espécies, L. dasipodogeton, L. longispina, L. rondoniensis e L. wagleiy 

(Castellon et al 1994).  
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A Lutzomyia (Trichopygomyia) conviti Ramírez Pérez, Martins & Ramírez 

1976 tem sua distribuição conhecida para a Venezuela e Colômbia. No Brasil está 

espécie ainda não havia sido identificada. Embora não esteja relacionado à 

transmissão de leishmanioses no Brasil o presente trabalho tem por objetivo 

acrescentar a espécie L. conviti à fauna flebotomínica do estado do Amazonas, 

como sendo também o primeiro relato no Brasil. 

Os espécimes foram capturados no Km 15 da BR 307 que liga São Gabriel à 

Cucui (00 04’196 S e 067 00’ 091 W), município de São Gabriel da Cachoeira, 

Estado do Amazonas, em armadilha luminosa (CDC “miniature” – Center of Disease 

Control, Hausherr Machine Works, New Jersey,  EUA), colocadas no período 

noturno, cerca de 30 cm do chão no horário de 18h às 7 h do dia seguinte, em área 

de vegetação primária em floresta de terra firme. Um total de 124 indivíduos foi 

capturado nos meses de julho, agosto e outubro de 2007 e julho de 2008 em estrada 

de terra batida, com domicílios num raio de 2 km,  local este onde houve registros de 

casos de leishmaniose tegumentar humana. O clima da região é tropical quente com 

índice de precipitação anual em torno de 2.884 mm numa altitude de 90 m (Ribeiro 

et al 1996). Os insetos capturados foram levados ao laboratório onde os 

flebotomíneos passaram por processo de triagem, sendo então montados em 

lâminas, segundo Barreto & Coutinho (1940) e identificados segundo critérios 

taxonômicos propostos por Young e Duncan (1994). Do total de L. conviti 

capturadas, 118 (♀52 e ♂66) foram nos meses de 2007 e o restante 24 (♀02 e ♂04) 

no ano de 2008. Os espécimes foram depositados na coleção de Invertebrados para 

Phlebotominae do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia - INPA, Manaus, 

Amazonas, Brasil.  
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A espécie Lutzomyia (Trichopygomyia) conviti foi descrita pela primeira vez 

por Ramirez Pérez, Martins e Ramirez em 1976 na Venezuela e Colômbia 

(Feliciangeli 1983, Bejarano 2003). Os autores relatam a ocorrência desta espécie 

no Estado de Meta na Colômbia e no Território Nacional Amazonas na Venezuela. 

Holótipos e alótipos de L. conviti foram coletados em tocas a 100 m a s.l. Ocamo, 

Atabapo, Território Federal Amazonas na Venezuela pelos autores (Ramirez-Perez 

et al 1976, Arias et al 1983). Esta espécie tem sido encontrada na bacia amazônica 

em áreas de planície associada com tocas de animais (Feliciangeli 1989). 

Lutzomyia conviti tem sido encontrada frequentemente em estudos da fauna 

flebotomínica em países vizinhos (Feliciangeli 1989, Bejarano 2003) e o registro da 

espécie no estado do Amazonas foi tardio, possivelmente pelos poucos estudos 

realizados nesta área fronteira do Brasil (município de São Gabriel da Cachoeira). 

Esses registros de ocorrência aumentam a área de distribuição dessas espécies, 

além de ser o primeiro registro de ocorrência da espécie para o país. 
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RESUMO 
 

A técnica normalmente utilizada para o diagnóstico de infecção natural em 
flebotomíneos é a dissecção do aparelho digestório e a visualização dos flagelados 
ao microscópio óptico. Todavia, este método comumente empregado nesta 
investigação é penoso e demorado. Visando superar as dificuldades encontradas 
nas técnicas convencionais, métodos moleculares são desenvolvidos para a 
detecção de patógenos, inclusive na avaliação da infecção natural em 
flebotomíneos. Este estudo teve como objetivo utilizar a técnica de Nested-PCR (LN-
PCR) tendo como alvo o gene de mini-éxon. Os flebotomíneos utilizados foram 
coletados em dois municípios do estado do Amazonas, locais que apresentam 
características distintas quanto à leishmaniose. Os municípios estudados foram 
Manaus e São Gabriel Cachoeira, que apresentam alta e baixa incidência da 
doença, respectivamente. Várias cepas de referência de espécies da família 
Trypanosomatidae, foram utilizadas, como controle positivo da reação para 
averiguar a especificidade dos iniciadores. Ensaios com diferentes concentrações de 
parasitos também foram feitos para avaliar a sensibilidade do método. Pelo Ln-PCR 
foi possível diferir entre as diversas espécies de tripanossomatídeos testados. Em 
relação à sensibilidade da técnica houve amplificação do DNA numa concentração 
mínima de 40 promastigotas/uL de Leishmania (Viannia) guyanensis e de L. 
(Leishmania) amazonensis. A taxa de infecção natural na Base BI1 em Manaus foi 
de 46,11% (332/720) e os resultados foram negativos para infecção natural por 
Leishmania nos 470 espécimes de flebotomíneos capturados no município de São 
Gabriel da Cachoeira.  O fato da ocorrência de infecção natural por Leishmania não 
é suficiente para afirmar a participação de uma espécie como vetor no ciclo de 
transmissão das leishmanioses. Do mesmo modo ausência de detecção de infecção 
nestes insetos, devido à reduzida taxa de infecção natural também não ser suficiente 
para indicar a não circulação do patógeno no local. O método demonstrou ser útil na 
detecção de infecção natural por parasitos do gênero Leishmania, possibilitando 
discriminar representantes de seus subgêneros e de outros tripanossomatídeos. 
 
Palavras-chaves: Epidemiologia molecular,  Nested-PCR, Marcadores moleculares. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O incremento das doenças infecciosas emergentes e reemergentes têm 

intensificado a necessidade de modalidades de diagnóstico mais rápido e sensível 

(ERLICH et al., 1991). Vários métodos moleculares foram desenvolvidos para 

detecção de patógenos infecciosos, visando superar as dificuldades encontradas 

nos métodos convencionais (MULLIS e FALLONA, 1987; SHAHBAZI et al., 2008).   

As abordagens moleculares recentemente permitiram o diagnóstico de 

doenças infecciosas baseado na reação da polimerase em cadeia (PCR). Esta 

metodologia tem permitido a identificação de várias espécies de parasitos (OSKAM 

et al, 1996; AREZ et al., 2000; MONTENEGRO, 2004) e pode ser útil na detecção de 

Leishmania, agente etiológico da Leishmaniose (CABRERA et al., 2002; PAIVA et 

al., 2006; TOLEDO et al., 2008; BACHA et al., 2011). A técnica pode ser usada para 

o diagnóstico em humanos (RODGERS et al., 1990; CUPOLLILO et al., 1997; SILVA 

et al., 2002), cães (ANDRADE et al., 2006; REIS et al., 2011)  e flebotomíneos 

(PINHEIRO, 2004; KATO et al., 2005, 2008, 2011; PAIVA et al., 2006; SILVA et al., 

2008). 

Nos tripanossomatídeos, ao contrário da maioria dos eucariotos, os genes 

são transcritos policistronicamente e os pré-mRNA individuais são processados a 

partir da adição de uma seqüência conservada de RNA na sua extremidade 5'. Esta 

seqüência é denominada de spliced leader (SL) ou mini-éxon (Fig. 1), o qual contém 

39 nucleotídeos que é transcrito através da ação da RNA polimerase II e, em 

seguida, adicionada ao pré-mRNA numa reação chamada de trans-splicing 

(BARKER, 1987; FERNANDES et al., 1994). Entre os vários marcadores do DNA 

nuclear e kDNA (DNA do cinetoplasto) utilizados no diagnóstico da leishmaniose 
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(PAIVA et al., 2006; ROTEUREAU et al., 2006), o gene mini-éxon é altamente 

específico e sensível, está presente no genoma das leishmânias, mas ausente nos 

mamíferos e flebotomíneos (DONELSON e ZENG,1990; FERNANDES et al., 1994; 

SAKI et al., 2011 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Gene de mini-éxon de Leishmania. Cada repetição contém éxon altamente 

conservado (39 pb), uma região moderadamente variável de íntrons (55-101 pb), e 

uma sequência de espaçador altamente variável não transcrita (51 a 341 pb). Fonte: 

Marfurt et al., 2003.  

 

 

A investigação da infecção em flebotomíneos por Leishmania normalmente é 

avaliada através da dissecção do trato digestório do inseto. No entanto, esse 

procedimento consome tempo e requer grande habilidade técnica, além do 

agravante em relação ao tamanho do inseto, o qual pode variar de 1,5 a 3 mm, 

dependendo da espécie (OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2008).  

A Introdução de ferramentas moleculares na avaliação da infecção natural por 

Leishmania em flebotomíneos capturados no campo ainda é escassa no Brasil. Uma 

variação da PCR, conhecida como Nested-PCR (Ln-PCR), no qual utiliza dois 
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conjuntos de oligonucleotídeos iniciadores em reações subsequentes, cujo produto 

de amplificação da primeira reação é utilizado como molde para a segunda. Essa 

técnica é proposta para a detecção de Leishmania nos casos que necessitam de alta 

especificidade e sensibilidade (PARVIZI et al., 2005; AKHAVAN et al., 2010). Devido 

a isto, o propósito deste estudo foi de utilizar a técnica de Ln-PCR na detecção de 

infecção de Leishmania em flebotomíneos utilizando o gene de mini-éxon como alvo. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

Etapas primordiais foram executadas para desenvolver a padronização da 

reação de PCR. A primeira foi a confirmação das espécies de tripanossomatídeos 

por análise bioquímica (eletroforese de isoenzimas), utilizadas nos controles da 

especificidade, utilização dos controles quanto a concentração mínima requerida 

para a positividade da PCR (sensibilidade), obtenção dos controles com DNA 

obtidos de flebotomíneos e por fim a detecção de infecção natural pela LN-PCR 

(CRUZ et al., 2002) com flebotomíneos capturados em áreas endêmica e não 

endêmica para avaliação da taxa de infecção por Leishmania. 

2.1- Parasitos: Os iniciadores foram testados com as seguintes cepas de 

Tripanossomatídeos: Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/BR/74/PP75); L. (L.) 

deanei (MCOE/BR/00/M5088), L. (Viannia) guyanensis MHOM/BR/92/IM3858, L. (V.) 

guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), L. (V.) guyanensis (IUMB/BR/99/IM4695), L. (V.) 

braziliensis (MDID/BR/95/IM4159), L. (V.) naiffi (MHOM/BR/96/IM4315), L. (L.) 

amazonensis (MHOM/BR/93/IM3939), Trypanosoma cruzi (MDID/BR/86/IM2731), T. 

rangeli (MDID/BR/98/IM4587) e Endotrypanum schaudinni (MCHO/BR/80/M6159). 
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2.2- Especificidade e Sensibilidade da reação: Para averiguar a sensibilidade 

da Ln-PCR foram utilizados DNA de controles negativos: (i) amostras de Lutzomyia 

umbratilis  de colônia  (fêmeas sem sangue), (ii) machos de L. umbratilis e (iii) água 

destilada estéril (MilliQ), (iv) espécies de tripanossomatídeos dos gêneros 

Trypanosoma e Endotrypanum, além dos controles positivos de: (iv)  fêmeas de L. 

umbratilis acrescidos de  flagelados obtidos de cultivo parasitário de L. (V.) 

guyanensis - MHOM/BR/92/IM3858),  (v) flebotomíneos naturalmente infectados 

(após constatação inicial pela dissecção in vivo e o material reservado para extração 

de DNA) e (vi) amostras de espécies distintas do gênero Leishmania em diferentes 

concentrações de promastigotas. 

Com a finalidade de verificar a concentração mínima de flagelados possíveis 

de serem detectados pela Ln-PCR, um ensaio com diferentes concentrações de 

parasitos foi realizado. Primeiramente as amostras foram mantidas em meio de 

cultura NNN (Difco) e, para o crescimento exponencial dos cultivos foi utilizado o 

meio líquido completo RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, N.Y.) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFBi). Os parasitos foram lavados duas vezes em 

PBS (Solução-tampão de fosfato, pH 7,2)  estéril, centrifugando-se a 2.000 X g por 

10min a 4°C, após cada troca de sobrenadante, para a quantificação utilizou-se 

câmara de Neubauer, por fim foram ajustados em concentrações que correspondiam 

aproximadamente a 5, 20, 40, 57, 3x 102 e 3x 103 parasitos por uL da suspensão de 

solução fisiológica 0,9%. As cepas utilizadas para este ensaio foram de L. (V.) 

guyanensis (HOM/BR/92/IM3858) e L. (L.) amazonensis (HOM/BR/93/IM3939), 

Essas amostras após a Ln-PCR apresentaram  produtos amplificados de tamanhos 

diferentes nos géis de agarose  com 242 e 302 pb, respectivamente.  
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2.3- Colônia de flebotomíneos: Os flebotomíneos utilizados como controles 

negativo e positivo da reação de Ln-PCR neste estudo, foram obtidos do Laboratório 

de Leishmaniose e Doença de Chagas do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia/INPA. Foram utilizados macho e fêmea da espécie L. umbratilis. 

2.4- Capturas dos flebotomíneos: Os flebotomíneos foram capturados na área 

de treinamento militar conhecida como: Base Marechal Rondon (BI1), a qual se situa 

no km 65 (2o43’55’’S e 59o47’44’’W), às margens da rodovia AM-010, que liga a 

cidade de Manaus à cidade de Itacoatiara, no Estado do Amazonas, Brasil. Esta 

área foi selecionada com base em estudos previamente realizados por Pinheiro et al. 

(2004, 2008 e 2010) e Gomes (2003), como sendo área de elevada incidência em 

flebotomíneos vetores naturalmente infectados por L. (V.) guyanensis. Os espécimes 

foram capturados utilizando a técnica de coleta em base de árvore com o auxílio de 

armadilha luminosa “CDC modificada”, que funciona como um aspirador manual 

(CDC “miniature”- Hausherr Machine Works, New Jersey, EUA).  

Um total de 720 fêmeas de L. umbratilis foi examinado aleatoriamente por 

dissecção. A espécie L. umbratilis foi selecionada para este estudo, pelo seu papel 

na transmissão da L. (V.) guyanensis na região Amazônica.  O registro da dissecção 

foi feito observando informações quanto à espécie, condições dos ovários e 

características da infecção. A técnica supracitada foi baseada segundo Arias e 

Freitas (1978) e a identificação da espécie foi seguindo a classificação de Young e 

Duncan (1994).  

Também foram realizadas capturas de flebotomíneos no município de São 

Gabriel da Cachoeira, área com baixa incidência de casos de Leishmaniose, 

apresentado uma média anual de 18 casos, e cujo conhecimento a respeito dos 

agentes etiológicos e flebotomíneos vetores que circulam na região são escassos 
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(SINAN, 2011).  A metodologia para as coletas foi a mesma aplicada na BI1 no 

município de Manaus, AM. Foi testado para detecção de infecção natural um total de 

470 espécimes das seguintes espécies: L. ayrozai (2); L. dendrophyla (182); L. 

davisi (62); L. flaviscutellata (29); L. shannoni (102); L. anduzei (35); L. scaffi ( 36); L. 

amazonensis (1); L. yuilli (11); L. paraensis (5); L. umbratilis (3); L. olmeca nociva 

(1); L. gomezi (1). 

2.5- Extração de DNA de parasitos: Para extração de DNA das diluições de 

promastigotas com aproximadamente 5, 20, 40, 57, 3x 102 e 3x 103 parasitos por µL 

da suspensão de solução fisiológica a 0,9% e controles positivo e negativo, estes 

foram primeiramente lavados em solução salina tamponada (PBS pH 7,2), e 

ressuspenso em tampão de lise (50 mM Tris [pH 8,0], 50 mM de NaCl, 50 mM de 

EDTA, 1% de DMSO (Dodecilsulfato de Sódio). proteinase K (Invitrogen®) foi 

adicionado a uma concentração final de 100 mg/mL, e a suspensão foi incubada por  

2h a 56 °C, depois seguiu o protocolo segundo Sambrook et al.(1989), com fenol, 

fenol-clorofórmio, e clorofórmio, o DNA foi precipitado pela adição de 100 mM de 

cloreto de magnésio e 2 volumes de etanol. O sedimento foi lavado com etanol a 

70% e seco a temperatura ambiente, em seguida eluído com TE (10 mM Tris-HCl 

[pH 7,2], EDTA 1 mM). DNA foi mantido a 4ºC. 

2.6- Extração de DNA dos flebotomíneos: Após a identificação das fêmeas, 

estas foram adicionadas diretamente ao conservante álcool etílico absoluto P.A 

(Merck) e encaminhadas para o Laboratório de Leishmaniose e Doença de Chagas 

do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia/INPA, onde foram realizadas as 

extrações individuais através da técnica descrita a seguir. 

O DNA foi extraído, de acordo com protocolo modificado pelo método de 

Coen et al. (1982). Os insetos foram reidratados em água destilada estéril (MilliQ) 
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por 10 minutos para retirar o excesso de álcool em temperatura ambiente (TA). Cada 

indivíduo foi macerado em microtubos do tipo “eppendorf” com o auxílio de bastão 

de plástico e homogeneizado em tampão de lise “Blender Buffer” (5M NaCl, 0,2M 

sucrose, 2M Tris-HCl e 0,5M EDTA pH 9,1) acrescido de 0,5M SDS e incubado a 

65ºC por 30 min. Em seguida, foi adicionado, 8M de acetato de potássio (KAC) a 

4ºC, homogeneizado e incubado em gelo por 45 min. O sobrenadante foi coletado 

após a centrifugação a 2.000 X g por 8 min., sendo descartado o “pellet”, 

acrescentando-se ETOH 100% ao sobrenadante para precipitação do DNA. Este foi 

descartado após centrifugação (2.000 X g por 10 min.) em seguida eluído com TE 

(10 mM Tris-HCl [pH 7,2], EDTA 1 mM). O DNA foi mantido a 4ºC. 

2.7- Amplificação da reação (Ln-PCR): A amplificação do gene de mini-éxon 

foi realizada após duas reações de PCR, sendo que na primeira foram utilizados 

iniciadores descritos por Cruz et al. (2002), para a reação foram utilizados 10 µL de 

DNA (75-100ng) com volume final da reação de 50 µL (contendo 75 mM de Tris-HCl 

(pH 8,5), 20 mM (NH4), 1,5 mM de MgCl2, 0,1% de Tween20, 0,2 mM dNTPs, 0,25 

unidade Taq polimerase, 12% de DMSO) nas  seguintes condições (desnaturação 

do  DNA a 85o C por 4 min., 94o C por 7 min, 94o C por 20 segundos, anelamento 

dos iniciadores a 50o C por 30 seg. e extensão a 72o C por 20 seg. (com etapa final 

de 10 min.), terminando a 4o C.  Já na segunda PCR os iniciadores eram SLM1 (5'-

GGT ATG CGA AAC TTC CGG-3')  e SLM2 (5'-CTG ATA CTT ATA TAG CGT TAG-

3') nas mesmas condições que a primeira. O DNA foi amplificado utilizando o 

termociclador (Eppendorf® AG 22331, Hamburg, Germany). Para as reações de 

PCR foram utilizados reagentes da marca Invitrogen®. 
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Os produtos das reações de PCR foram separados em gel de agarose 1,5% e 

o tampão de corrida utilizado foi TAE 1X (Tris 40mM, Ac. Acético 20mM,EDTA 1mM) 

e visualizados em GelRed™(Biotium). 

Os fragmentos obtidos após a amplificação referem-se aos subgêneros 

Leishmania e Viannia, referente aos tamanhos de: 451 pb (pares de base) para  

L.(Leishmania) infantum/ L. chagasi, 302 pb para L. (L.) amazonensis e 242 pb para 

L. (V.) braziliensis. 

 

3.  RESULTADOS  

 

O controle de especificidade para parasitos do gênero Leishmania foi 

realizado utilizando diversas espécies de tripanossomatídeos, entre estas variadas 

espécies de leishmânias. De acordo com os resultados obtidos (Figura 2), verificou-

se similaridade de bandas com os subgêneros Leishmania (302 e 451 bp/ poços nº. 

15, 19, 9, 20) e Viannia (242 bp/poços nº. 5 à 8, 12 à 14 e 18), assim como, a não 

reatividade com outros gêneros representantes da família Trypanosomatidae 

(Endotrypanum (poço nº. 11) e Trypanosoma nº. 16 e 17). Amostras do DNA de 

flebotomíneos na qual foi adicionado cultivo de Leishmania spp. foram amplificadas 

(poços nº. 5 à 8). Amostras de DNA obtido de L. umbratilis oriundas de campo (poço 

nº 4), com infecção natural comprovada após detecção pela dissecção do trato 

digestivo e apresentando concentração de (++) de parasitos (cerca de 20 

flagelados/campo) foram amplificadas verificando-se produtos com 242 pb. 
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Figura 2.  Resultado obtido após ensaios preliminares de Ln-PCR. Gel de agarose a 

1,5%, corrida de eletroforese com tampão TAE 1X: 1- Fêmea de L. umbratilis não 

infectado; 2- Macho de L. umbratilis não infectado; 3- Fêmea de L. umbratilis 

infectado (+); 4- Fêmea de L. umbratilis infectado (++); 5 e 6- Machos de L. umbratilis 

com cultura de L. (V.) guyanensis; 7 e 8- Fêmeas de L. umbratilis de com cultura de 

L. (V.) guyanensis; 9- Cultura de L. (L.) chagasi; 10-  Cultura de L. (L.) deanei; 11- 

Cultura de E. schaudinni; 12,13 e 14- Cultura de L. (V.) guyanensis; 15- Cultura de L. 

(L.) amazonensis; 16- Cultura de Trypanosoma cruzi; 17- Cultura de T. rangeli; 18- 

Controle positivo de L. braziliensis (sub-gênero Viannia) – 242pb; 19- Controle 

positivo de L. amazonensis (sub-gênero Leishmania) – 302pb; 20- Controle positivo 

de L. (L.) chagasi – 451pb; PM-Peso MolecularDNA /Ladder 100pb. 

 

 

Com a finalidade de avaliar a sensibilidade do método, foram realizadas 

reações de PCR com diferentes concentrações de Leishmania: 5, 20, 40, 57, 3x 102 

e 3x 103 parasitos por µL da suspensão de solução fisiológica de 0,9%. Sendo 

assim, os resultados obtidos foram os seguintes: (i) a primeira reação da Ln-PCR, 

apresentou amplificações apenas para os controles positivos (L. (V.) guyanensis e L. 

(L.) amazonensis) e (ii) a segunda Ln-PCR, apresentou positividade para os poços 
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onde foram adicionados os produtos amplificados obtidos a partir da concentração 

de 40 promastigotas/uL de L. (V.) guyanensis e de L. (L.) amazonensis. 

Um total de 720 exemplares de L. umbratilis capturados em área endêmica de 

leishmaniose no município de Manaus foi testado com os iniciadores Slrev, SL2, 

SLM1, SLM2, apresentando uma taxa de infecção natural total de 46,11% (332/720) 

e de acordo com o tamanho do fragmento amplificado a taxa foi de 3,19% (23/720) 

para o subgênero Leishmania (302pb) e de 42,92% (309/720) para Viannia (242pb).  

A reação de Ln–PCR apresentou três tipos de resultados em relação à 

primeira e segunda PCR: positivo/positivo (+/+), quando ocorria a reação na primeira 

e segunda PCR; negativo/positivo (-/+), quando a reação era somente observada na 

segunda e negativo/negativo (-/-), quando não ocorria amplificação dos produtos. 

Sendo assim, 3,33% (24/720) dos resultados positivo/positivo; 42,78% (308/720) 

negativo/positivo e 53,89% (388/720) negativo/negativo (Figura 3).  

Das 23 amostras em que se observou amplificação tendo como produto 302 

pb (Leishmania), apenas três não encontravam-se ingurgitadas (presença de sangue 

no trato digestório), as restantes não apresentavam sangue no trato digestório pela 

observação dos insetos pelo microscópio estereoscópico. Esta observação foi 

realizada antes da extração do DNA.  

O resultado da relação das condições do trato digestório com o total da 

reação das PCR foi obtido 12,5% (3/24) quando a reação foi (+/+) e a fêmea 

encontrava-se ingurgitada, 83,33% (10/24) com a mesma característica da reação e 

fêmea não ingurgitada; negativo/positivo (-/+) e fêmeas ingurgitadas obtiveram 

12,34% (38/308) e 87,66% (270/308) para a mesma reação mais com fêmeas não 

ingurgitadas; negativo/negativo (-/-) e ingurgitadas foi de 12,37% (48/388) e 87,63% 

(340/388) para fêmeas não ingurgitadas. 
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Figura 3.  Eletroforese a 1,5% de agarose de produtos de Ln-PCR de DNA de 

flebotomíneos coletados em área de treinamento militar (Bi-1) no município de 

Manaus, área endêmica em leishmaniose cutânea. A- 1ª. Reação da PCR. 1-

controle negativo (água MilliQ); 2- controle positivo de DNA L. (V.) guyanensis 

(M4147); 3- Controle positivo de L. (L.) amazonensis (IM3939); 4 a 15- cada poço 

representa o produto individual de amplificações de DNA extraído de flebotomíneos 

coletados em campo B- 2ª. Reação da PCR. 1- controle negativo do “mix da 1ª. 

PCR; 2- controle negativo do produto do cont. neg. da 1ª. PCR; 3- Cont. positivo de 

DNA L. guyanensis (M4147); 4- Cont. positivo de L. amazonensis (IM3939); de 5 a 

16-nProduto das mesmas amostras testadas no gel A (4 a 15, respectivamente); 

PM- Peso Molecular/DNA Ladder 100pb. 

 

 

O percentual de amostras com o tamanho de fragmento de 242 pb que 

amplificou tanto na 1ª e 2ª PCR  e cujas fêmeas apresentavam sangue no trato 

digestório foi de 0,97% (3/309), enquanto que com a mesma reação mais ausência 
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de sangue obteve 6,47% (20/309), quando a reação era (-/+) com presença e 

ausência de sangue os valores observados foram de 11,65% (36/309) e 80,91% 

(250/309), respectivamente. No entanto, as amostras de tamanho 302pb 

apresentaram 4,3% (1/23) quando a reação era (+/+) e as fêmeas estavam 

ingurgitadas, não observamos amplificações quando estas não apresentavam 

sangue no trato digestório. Na reação (-/+) foram obtidas 8,7% (2/23) com fêmeas 

ingurgitadas e 87% (20/23) não ingurgitadas. 

Um total de 470 fêmeas de treze espécies diferentes (L. ayrozai, L. 

dendrophyla, L. davisi, L. flaviscutellata, L. shannoni, L. anduzei, L. scaffi, L. 

amazonensis, L. yuilli, L. paraensis, L. umbratilis, L. olmeca nociva e L. gomezi), 

coletadas no município de São Gabriel da Cachoeira, foram dissecadas e 

visualizadas quanto a presença de flagelados e em seguida foram testadas com os 

iniciadores: Slrev, SL2, SLM1, SLM2. Apesar da sensibilidade e especificidade da 

PCR, não se detectou flebotomíneos com infecção natural por Leishmania no 

município de São Gabriel da Cachoeira.  

. 

4.  DISCUSSÃO 

 

Como já foi descrito em diversos trabalhos, a leishmaniose é uma doença 

complexa na qual apresenta variado e específico número de espécies transmissoras 

(LAINSON et al., 1981; AGUIAR e MEDEIROS et al., 2003; AZEVEDO et al., 2008), 

assim como, uma diversidade de agente etiológico (DEANE e GRIMALDI, 1985; 

BRYCESON, 1996; GONTIJO e CARVALHO, 2003; AMÓRA et al., 2009). A correta 

identificação das espécies de parasitos e seus respectivos vetores são, portanto, 

cruciais para os estudos epidemiológicos e medidas de controle (MICHALSKY et al., 
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2002; SCHONIAN et al., 2010). A identificação dos parasitos no vetor é 

frequentemente baseada na morfologia, a localização das formas flageladas no trato 

digestório ou o seu crescimento na cultura “in vitro” (ARIAS et al., 1985; PINHEIRO 

et al., 2008). 

É evidente que as técnicas moleculares são mais sensíveis e têm uma maior 

especificidade do que o método de dissecação. A reação em cadeia de polimerase 

(PCR) é uma ferramenta valiosa na identificação de isolados de Leishmania a partir 

de pacientes (DEGRAVE et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2005; KARAMIAN et al., 

2008; SAKI et al., 2010), cães (MOREIRA et al., 2007; QUEIROZ et al., 2010) e 

flebotomíneos (MICHALSKY et al., 2002; PINHEIRO et al. 2004; PAIVA et al., 2007). 

Em nestes resultados, verifica-se a possibilidade de uso da Ln-PCR e como alvo a 

região do gene de mini-éxon, podendo a mesma ser usada como método útil na 

detecção de infecção natural em flebotomíneos pelos diferentes subgêneros de 

Leishmania, apesar de ainda serem necessárias informações biológicas quanto a 

presença de sangue ingurgitado entre outras observações para se incriminar um 

inseto como vetor. Ainda assim, o método é informativo e pode auxiliar a direção de 

medidas preventivas quanto a ocorrência desta endemia. 

São raros os estudos que estimam a taxa de infecção natural em 

flebotomíneos utilizando os genes de mini-éxon (PAIVA et al., 2006), normalmente o 

alvo empregado é a região de minicírculo do kDNA, isto é devido ao elevado número 

de cópias destas moléculas por parasitos, conferindo maior sensibilidade 

(ARANSAY et al., 2000; MIRANDA et al., 2002; PITA-PEREIRA et al., 2005). 

Foram utilizados neste estudo iniciadores da região do gene de mini-éxon 

descrito por Cruz et al. (2002), sendo designados como: Slrev e SL2, empregados 

na primeira reação de PCR e  SLM1 e SLM2 na segunda. Estes iniciadores 
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amplificam fragmentos de diferente comprimentos de pb, nos quais verifica-se 

similaridade de bandas com os subgêneros Leishmania com 302 e 451 bp, sendo o 

primeiro fragmento para a espécie L. (L.) amazonensis e o segundo para a espécie 

L. (L.) chagasi e o Viannia com 242 bp, assim como, a não reatividade com outros 

gêneros representantes da família Trypanosomatidae (Endotrypanum e 

Trypanosoma). Katakura et al. (2003) ao trabalhar com o gene de mini-éxon também 

conseguiram distinguir Leishmania de Endotrypanum isolados de flebotomíneos e de 

bicho-preguiça.  

 Ao se testar a técnica amplificando a região de gene de mini-éxon pela Ln-

PCR, numa área considerada endêmica em leishmaniose cutânea, a taxa de 

infecção natural em L. umbratilis avaliada pela PCR foi de 47% (332/720), 

mostrando-se um bom resultado nas amostras coletadas na Base BI1, no município 

de Manaus.  O mesmo não foi observado nas amostras oriundas do município de 

São Gabriel da Cachoeira, que apesar de não ter sido possível analisar o mesmo 

número de insetos da espécie L umbratilis, pois a maior diversidade de espécies 

observadas na área foi de L. dendrophyla, L. shanonni, L davisi e L. flaviscutellata, 

ainda assim, não se detectou flebotomíneos com infecção natural por Leishmania 

utilizando esta metodologia, o que não prova ausência de vetores na região, apesar 

da incidência da doença ser bastante reduzida (média de 18 casos por ano), quando 

comparada a de Manaus. Em área endêmica de leishmaniose a taxa de infecção de 

flebotomíneos por Leishmania é de 0,8 a 0,6% (RANGEL et al.,1985; RYAN et al., 

1990; AZEVEDO e RANGEL, 1991; QUEIROZ et al., 1994; CASANOVA et al., 1995; 

SILVA e GRUNEWALD, 1999; LUZ et al., 2000; MIRANDA et al., 2002; PINHEIRO et 

al., 2008). Sendo assim, o método empregado demonstrou ser eficiente.  
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A taxa elevada de infecção natural de flebotomíneos observada no presente 

estudo para os exemplares de L. umbratilis em Manaus (47% das amostras 

testadas) atribui elevada sensibilidade e especificidade da técnica, visto a 

amplificação de fragmentos de 242 pb pela Ln-PCR obtidos de amostras isoladas 

deste inseto. É evidente que a maior proporção de positividade obtida foi observada 

na segunda etapa de reação, fato que pode ser discutido quanto a possibilidade de 

uma baixa carga parasitária, sendo apenas visualizado o resultado como positivo, 

numa segunda reação (2ª. etapa da PCR) com a reamplificação das sequências de 

DNA alvo anteriormente amplificadas e não visíveis.  

Estes resultados corroboram com os de Michalsky et al. (2002) em relação a 

necessidade de um maior número de flagelados para a reação, pois ao padronizar a 

técnica de Ln-PCR, foram obtidas amplificações quando a reação apresentava um 

número acima de 40 parasitos e estas somente ocorreram na segunda reação de 

PCR. 

As vantagens da Ln-PCR é o alto grau de sensibilidade, no qual pode 

teoricamente detectar 0,01 promastigotas de cultura de Leishmania e a 

especificidade, devido o uso de um segundo  conjunto de iniciadores em uma 

segunda reação de PCR com o produto da primeira. Assim como em toda técnica, 

têm também suas desvantagens, este método demanda maior tempo de execução e 

custo, que são características contrarias a de um teste diagnóstico ideal, que além 

de sensibilidade e especificidade elevadas, deve ser simples e rápido. 

Várias metodologias de PCR são utilizadas para determinar a infeção natural 

de flebotomíneos, mas geralmente, o diagnóstico é trabalhoso e sempre se faz 

necessário uma segunda PCR para a identificação da espécie de Leishmania ou os 
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fragmentos amplificados precisam  ser seqüenciados (CABRERA et al., 2002; 

PARVISI et al., 2005; PAIVA et al., 2006). 

O diagnóstico baseado na reação de PCR é também importante para 

determinar capacidade vetorial de flebotomíneos, em áreas onde muitas espécies 

coexistem. Mukherjee et al. (1997), em um surto epidêmico na Índia (1990-1992), 

utilizaram o gene de mini-éxon para identificar L. (L.) donovani infectando as 

espécies Phlebotomus argentipes, P. papatasi e Sergentomyia babu. Cacere et al. 

(2004), encontraram L. ayacuchensis infectada por Leishmania (V.) peruviana  no 

Peru, embora L. noguchii estivesse presente na forma simpátrica. L. ayacuchensis 

foi identificada também como vetor de L. (L.) mexicana em algumas regiões do 

Equador (KATO et al., 2005). 

É importante ressaltar que o fato da ocorrência de infecção natural, seja qual 

for o método utilizado não é suficiente para afirmar a participação de uma espécie 

como vetor no ciclo de transmissão das leishmanioses. Como já estabelecido por 

alguns autores, para se definir que uma espécie de flebotomíneo seja vetor de uma 

determinada espécie de Leishmania, é preciso que a espécie seja abundante no 

foco de leishmaniose, ser antropofílica, apresentar o desenvolvimento do parasito no 

intestino na ausência de sangue e o parasito isolado do inseto deve ser 

indistinguível daqueles isolados de casos humanos (LAINSON et al., 1979;  

AZEVEDO e RANGEL et al., 1991;  KILLICK-KENDRICK, 1990; RYAN et al., 1990). 

O controle da Leishmaniose em áreas endêmicas requer um amplo 

conhecimento da eco-epidemiologia das espécies de Leishmania. Existe um grande 

problema para os epidemiologistas tanto na identificação dos reservatórios como na 

identificação dos vetores. Portanto, detectar infecção natural em flebotomíneos e 

identificar a espécie de patógeno é fundamental para a indicação das espécies 
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envolvidas na transmissão de Leishmania e no estudo das taxas de infecção nas 

áreas endêmicas, principalmente nas áreas longínquas dos grandes centros, como é 

o caso de SGC. 

 

5.  CONCLUSÃO  

 

Foi padronizada a técnica de Ln-PCR para o estudo da infecção natural em 

flebotomíneos por parasitos do gênero Leishmania, no qual o método demonstrou 

ser útil, possibilitando discriminar representantes de seus subgêneros e de outros 

tripanossomatídeos. O fato de esta metodologia ser capaz de identificar Leishmania 

em flebotomíneos será uma ferramenta útil nos estudos de campo e nas 

investigações epidemiológica, principalmente em áreas onde o conhecimento a 

respeito da infecção natural em flebotomíneos é escasso ou inexistente. 
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RESUMO 

 

A Leishmaniose Tegumentar é endêmica no Estado do Amazonas, onde apresenta 

um amplo espectro de variabilidade clínica devido à diversidade de espécies que circulam 

na região. Quatro espécies de Leishmania são responsáveis pela doença em seres 

humanos, a Leishmania (Viannia) guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) naiffi e a L. 

(Leishmania) amazonensis. Os casos de LTA estão concentrados na região metropolitana 

de Manaus, com cerca de 600 casos/ano, porém poucas são as informações desta doença 

em locais mais distantes da capital, principalmente os que se localizam em áreas de 

fronteira. Nestas áreas há o livre acesso da população entre o paises (Brasil, Colômbia e 

Venezuela), contribuido para a entrada de novas patologias e ou agentes etiológicos. Na 

colombia é descrita a circulacao das espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) colombiensis, L. (V.) 

guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) garnhani e L. (L.) mexicana e na 

Venezuela L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis. 

Com o propósito de ampliar o conhecimento a respeito da circulação de espécies de 

tripanossomatídeos/Leishmania na região Amazônica, em especial na área de São Gabriel 

da Cachoeira (SGC), Amazonas, BR, o objetivo deste estudo foi o de realizar uma 

caracterização biológica e molecular das amostras de tripanossomatídeos isolados de 

insetos flebotomíneos e de humanos desta localidade. Taxa de infecção natural por 

tripanossomatídeos foi obtida em torno de 4,26% (42/981) sendo Lutzomyia dendrophyla a 

espécie que apresentou a maior taxa de infecção (3,6%) além de ser uma das mais 

frequentes na região.  Em relação a caracterização bioquímica dos isolados tanto de 

flebotomíneos quanto de humano, estes não apresentaram perfis similares as cepas 

padrões de referência de Leishmania e Endotrypanum. Dos fragmentos de DNA 

seqüenciados verificou a formação de três grupos/espécies, sendo nove isolados com 

características biológicas similares ao subgênero Viannia e dois para o subgênero 

Leishmania. A participação de L. dendrophyla na transmissão de flagelados do gênero 

Leishmania no Amazonas foi evidenciada neste estudo. 

PALAVRAS-CHAVE:   Seqüenciamento, ITS, Leishmania, Flebotomíneos, Lutzomyia 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na família Trypanosomatidae, é conhecida a infecção por protozoários dos 

gêneros Endotrypanum, Leishmania, Leptomonas, Trypanosoma, Crithidia, e 

Herpetomonas em flebotomíneos (Phlebotominae, Diptera) [CAMARGO, 1999]. 

Dentre as numerosas espécies do gênero Leishmania encontradas em 

mamíferos (RYAN, 1987; MADEIRA et al., 2005) somente algumas também infectam 

e causam a doença no homem (CUPOLILLO et al., 2003; CUERVO et al., 2007). 

Provavelmente, isto se deve a uma combinação de fatores, incluindo a 

susceptibilidade intrínseca do homem à infecção e aos hábitos alimentares dos 

vetores (REITHINGER e DAVIES, 1999; OLIVEIRA  et al., 2007). 

As diferentes espécies de Leishmania são indistinguíveis morfologicamente, 

ademais nos gêneros Endotrypanum e Leishmania as formas promastigotas 

encontradas no trato digestório dos flebotomíneos são muito similares, dificultando 

assim a caracterização biológica destes flagelados, tornado essencial a utilização de 

marcadores moleculares que possibilite a sua correta identificação (FALQUETO et 

al., 2003; CUPOLILLO et al., 2003; BRITO et al., 2009; SILVA et al., 2012).  

A expansão geográfica na transmissão de leishmaniose no Brasil é clara: na 

década de 80 foi notificada em 19 unidades federativas enquanto em 2003 foram 

confirmados casos autóctones, em quase todos os estados do país (SHAW, 2007; 

VOLF e MYSKOVA, 2007; TOLEZANO et al., 2007).  

A diversidade genética do parasito em combinação com características do 

sistema imunológico do hospedeiro contribuem muito para a diversidade dos 

quadros clínicos na leishmaniose. Assim, a infecção pode se manifestar de quatro 

formas comuns: leishmaniose cutânea, leishmaniose mucocutânea, leishmaniose 
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cutânea difusa e leishmaniose visceral (SINGH e SIVAKUMAR, 2004; MURRAY et 

al., 2005).  

Os métodos moleculares têm se mostrado de grande valor na identificação de 

tripanossomatídeos, fato importante na taxonomia, e por outro lado, no diagnóstico, 

terapêutica, epidemiologia e controle parasitário.  Métodos moleculares, ao nível do 

DNA genômico, são, sem dúvida, ferramentas necessárias aos estudos taxonômicos 

e evolutivos dos organismos. A caracterização dos parasitos permite, num enfoque 

epidemiológico, a identificação das cepas circulantes em determinada região, além 

de uma abordagem taxonômica com a caracterização de espécies e subespécies 

(ALAM et al., 2009; BOTILDE et al., 2006; TOJAL et al., 2006; DELGADO et al., 

1997; CUPOLLILO et al, 1998; 1994).  

Apesar desta importância da Leishmaniose no cenário da saúde pública no 

Brasil, poucos estudos foram realizados em relação à variabilidade e características 

dos parasitos em relação à área de fronteira na região Norte do país. Nestas áreas 

há o livre acesso da população entre o paises vizinhos, contribuido para a entrada 

desta patologia e ou agentes etiológicos.  

Com o proposito de ampliar o conhecimento a respeito da circulação de 

espécies de tripanossomatídeos na região Amazônica, em especial na área de São 

Gabriel da Cachoeira, Amazonas, o objetivo deste estudo foi o de caracterizar por 

método bioquimico e molecular, amostras de tripanossomatídeos isolados de insetos 

flebotomíneos e de humanos desta localidade. 
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2.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

Área de estudo - O estudo foi realizado no município de São Gabriel da 

Cachoeira (SGC),  ao longo da BR 307 (estrada de Cucuí) , entre as coordenadas 

(00°06’21S, 067°01’37’’W e 00°35'30"N, 66°46'26"W) e na estrada da Usina Miuá, 

no trecho que compreende as coordenadas (00°04’18S e 068°00’07” W). Este 

município situa-se no extremo noroeste do estado do Amazonas. Sendo considerado 

o mais indigena do Brasil e cujo  territorio e o terceiro maior do país. São Gabriel faz 

fronteira com os países Colômbia e Venezuela (CENSO, 2010). 

Captura de Flebotomíneos - Os flebotomíneos foram coletados utilizando-se 

16 armadilhas luminosas do tipo CDC (CDC “miniature” - Hausherr’ Machine Works, 

New Jersey, EUA) instaladas em áreas de mata de terra firme a um metro do solo, 

durante a noite das 18:00 às 7:00h. Também foram feitas coletas por aspiração em 

base de árvores com armadilha do tipo CDC (modificada para aspiraçao em base de 

árvore), no momento da retirada das armadilhas luminosas entre 8h e 8h30. Foram 

selecionadas árvores com caules acima de 100 cm de circunferência e presença de 

buracos, facilitando o encontro destes insetos. 

 

Isolamento de parasitos/Caracterização biológica: 

 

a)Dissecção de flebotomíneos e infecção natural por flagelados- Logo após a 

coleta os insetos foram imediatamente encaminhados ao laboratório de Biologia do 

Instituto Federal do Amazonas (IFAM/SGC) para a realização do processo de 

triagem, identificação, segundo Young & Duncan (1994) e de dissecção das fêmeas 

vivas para a detecção e isolamento de flagelados (Arias & Freitas, 1977). A 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Amazonas
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dissecção de flebotomíneos e isolamento parasitário foram realizados de acordo 

com o procedimento a seguir: as fêmeas retiradas da gaiola de náilon foram lavadas 

em solução detergente a 2% e depois transferidas para solução de salina estéril. 

Posteriormente foram retirados os dois últimos tergitos abdominais e logo depois o 

aparelho digestivo; o conteúdo do tubo digestivo foi analisado em microscópio ótico 

para a ocorrência e localização dos protozoários; quando positivo era feito aspirado 

e semeado em meio de cultura bifásico NNN (Naiff et al., 1988). As fases das 

mudanças observadas nos ovários estão de acordo com Forattini (1973). Os 

parasitos isolados foram mantidos em meio de cultivo bifásico NNN (Novy & 

MacNeal, 1904; Nicolle, 1908), acrescidos de fase liquida de Schneider (Sigma) 

completo [acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado (SFBi/Cultilab)] 

(Hendricks et al., 1978)  e repicados em intervalos semanais. Os isolados foram 

expandidos em meio RPMI completo e criopreservados em nitrogênio líquido, sendo 

depositados no criobanco de parasitos do INPA/CSAS.   

Taxa de infecção - A taxa de infecção natural (TIN) para tripanossomatídeos 

foi obtida pelo cálculo percentual da razão entre o número de fêmeas infectadas e o 

número de fêmeas dissecadas por espécie (FREITAS et al., 2002, RODAS e 

POLETTO, 2001). 

b) Amostras de isolados humanos- Foram enviadas para o Laboratório do 

IFAM/SGC, cinco biópsias de lesão de pacientes suspeitos para Leishmaniose 

(Figura 1), as coletas dos referidos pacientes foram realizadas no Hospital de 

Guarnição (HGU/SGC) pelos médicos que ali prestavam atendimento. Com as 

biópsias foram realizados os seguintes procedimentos: cultivo em meio NNN, 

escarificação da borda da lesão para pesquisa direta de amastigotas, biópsia para 

inoculação em hamster (Mesocricetus auratus) e estoque em etanol (PA) para testes 
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moleculares. Foi feita a inoculação das amostras biológicas nos animais de 

experimentação, apenas após a chegada do material ao INPA (Manaus, AM).  

Aspectos éticos - Comitê de Ética do INPA (no 001/2008).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Lesões suspeitas para leishmaniose em pacientes de São Gabriel da Cachoeira. 

a: Lesão sob a forma de úlcera típica no membro inferior esquerdo (isolado 

MHOM/BR/2008/IM5742); b: Lesão verrucosa no membro inferior direito 

(MHOM/BR/2008/IM5743). Fonte: Pinheiro, 2008. 

 

 
 

c) Caracterização isoenzimática – Os Isolados em cultivo foram expandidos em meio 

líquido Schneider completo e levados para análise em eletroforese utilizando como 

suporte agarose (MOMEN, 1983; FIGUEIRA et al., 2008). Os seguintes loci 

enzimáticos foram analisados: glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH, 

E.C.1.1.1.49), glicose-fosfato isomerase (PGI, E.C.5.3.1.9) e fosfoglicomutase (PGM, 

E.C.1.4.1.9). 
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d) Caracterização molecular: 

i) Extração de DNA - A extração do DNA das amostras de cultivo de isolados de 

flebotomíneos, cepas de referência e de biópsias, para os testes moleculares foi 

realizada pelo método de fenol/clorofórmio, segundo Sambrook et al. (1989). As 

massas dos flagelados e as biópsias das lesões foram ressuspensas em 500μL de 

tampão de lise (SDS 10%, NaCl 5M, EDTA 0,5M), adicionado proteinase K 

(100μg/mL), incubando-se a 65ºC, por 2h. Igual volume de fenol foi adicionado e as 

amostras foram centrifugadas por 5’ a 1500g. O sobrenadante foi transferido para 

outro tubo, repetindo-se a extração agora com fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 

(25:24:1). Posteriormente, foram adicionados dois volumes de etanol absoluto 

gelado, para a precipitação do DNA. As amostras foram centrifugadas durante 10’ a 

1500g. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi submetido a secagem a 

temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspenso em 200μl de TE (10mM Tris Cl, 

pH 8.0 e 1mM EDTA) e estocado a -20ºC até o uso. A quantificação do DNA das 

amostras foi realizada em aparelho Nano Drop ® Spectrophotometer ND-1000. 

ii) PCR - Amplificação da região de ITS do rDNA (rRNA gene) - A região de ITS 

(espaçadores transcritos internos)  do rRNA foi amplificada utilizando iniciadores: 

IR1 (5’-GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT-3’) e IR2 (5’- 

GCGGTTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG-3’) sintetizados pela Invitrogen® 

(HERNANDEZ et al., 1990; CUPOLILLO et al.,1995). As condições para a realização 

da PCR foram de 50 ng do DNA do parasito; 100 M de cada (IR1 e IR2) iniciador; 

250 M MgCl2, 10 mM dNTPs, 1U Taq polimerase, com o ciclo de: 94º C/3 min; 94º 

C/1 min, 55º C/1 min, 72º C/2 min (32 vezes); 72º C/1min, com um volume final de 

50L em termociclador (Mastercycler personal - Eppendorf®). Os fragmentos de 

amplificação foram observados, em gel de agarose 1,5% em TAE 1X e corados com 
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Gel Red® (Biotium), os géis foram foto documentado usando o sistema fotográfico 

“Eagle Eye System” (Stratagene, La Jolla, USA) no Laboratório de Biologia 

Molecular do INPA. 

iii) Mini-éxon - A metodologia utilizada para identificação dos isolados, também foi 

empregada por Pinheiro (2004) e os iniciadores da região de mini-éxon foram 

descritos por Cruz et al. (2002), sendo: Slrev, SL2, SLM1 e SLM2. 

 iv) Origem das cepas de referência: Neste estudo, foram utilizadas 08 cepas de 

referência (Tabela 1), recomendadas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) e 

duas do gênero Endotrypanum, utilizadas como padrões na comparação dos perfis 

com as amostras isoladas.  

 

Tabela 1.  Origem e identificação das cepas de referência utilizadas para 

identificação preliminar das amostras isoladas 

N°. 
amostra 

Designação a Espécies b Origem Geográfica 

2773 MHOM/BR/00/IM2773 Leishmania (Viannia) naiffi BR, AM, Puraquequara 

1245 IHAR/CO/85/CL500 L. (V.) colombiensis Colômbia, Santander 

1545 MCEB/BR/84/M8408 L. (V.) shawi BR, PA, Serra dos Carajás 

1367 MCOE/BR/82/1367 L. (V.) lainsoni BR, RO, BR 364 

565 MHOM/BR/75/M4147 L. (V.) guyanensis BR, PA, Monte Dourado 

566 MHOM/BR/75/M2903 L. (V.) braziliensis BR, PA 

PH8 

EZ01 

EZ12 

IFLA/BR/67/PH8 

MCHO/BR/89/RO/9627 

MCHO/BR/88/M11602 

L. (Leishmania) 

amazonensis 

Endotrypanum sp.; 

E. schaudinni 

BR, PA, Utinga 

BR, RO 

BR, PA 

a: designação: hospedeiros[M=Mammalia: HOM: Homo sapiens; DID: Didelphis; CEB: Cebus; COE: 

Coendou I=Insecta, HAR: Lutzomyia hartmanni; FLA: L. flaviscutellata/país de origem/ano de 

isolamento/código de origem] b: identificação do estoque foi estabelecida através da análise de 

isoenzimas de acordo com o padrão isoenzimático e análise numérica (MOMEN,1984; CUPOLILLO et 

al.,1994). 
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v) Purificação do produto da PCR - Os produtos da região de ITS foram purificadas 

com PEG 20% (Polyethylene Glycol 8000) e álcool 80%, sendo ressuspendido em 

20µL de água ultra-pura. 

vi) Sequenciamento, alinhamento e edição da região de ITS - O sequenciamento dos 

isolados seguiu as instruções do Kit de sequenciamento Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Standart Version 3.1 (Applied Biosystems®) para ABI 3130, conforme 

recomendações do fabricante. Foram realizadas duas reações de sequenciamento 

para cada amostra nos sentidos 5´- 3` em ambas as fitas L e H. Após a reação de 

sequenciamento, as amostras passaram por um processo de precipitação com 

isopropanol 65% e álcool 100%, conforme recomendações do fabricante, e a reação 

foi ressuspensa em formamida Hi-Di (Applied Biosystems®). Em seguida, as 

amostras precipitadas foram eletro-injetadas em analisador automático ABI 3130. As 

sequências obtidas foram analisadas, alinhadas e editadas com o auxílio dos 

programas BIOEDIT 7.0.9.0 (Hall, 1999), as quais foram agrupadas em uma matriz 

de dados para confecção de cladogramas de Identificação molecular baseados em 

agrupamentos (NJ) [SAITO e Nei, 1987], foi utilizado o programa MEGA 5.0.1 

(TAMURA et.al., 2007). 

 

3. RESULTADOS 

 

Caracterização biológica:  

- Infecção natural por tripanossomatídeos em flebotomíneos – Do total de 

6832 flebotomíneos coletados, 981 (14%) fêmeas foram dissecadas. Dos indivíduos 

dissecados, 71% (697) eram de coletas por aspiração em base de árvore, 29% (284) 

de capturas por armadilha luminosa. Verificou-se a infecção apenas em 
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flebotomíneos capturados nas bases das árvores. A taxa de infecção natural por 

tripanossomatídeos encontrada nos insetos dissecados em SGC foi: Lutzomyia 

dendrophyla 3,66% (36/981), L. shannoni 0,3% (3/981), L. scaffi 0,1% (1/981), L. 

anduzei 0,1% (1/981) e L. davisi 0,1% (1/981). Na área da estrada da Usina Miua, 

próxima ao porto de Camanaus, o número de flebotomíneos infectados foi mais 

elevado, encontrando-se 83% de L. dendrophyla (30/36), 100% de L. davisi (1/1) e 

100% L. scaffi (1/1).  A segunda área foi no Km 10 (Fazenda Tigre) da BR 307, que 

liga SGC com Cucuí (povoado de origem militar situado na fronteira Brasil-

Venezuela) encontrando-se 16,6% de L. dendrophyla (6/36), 100% de L. shannoni 

(3/3) e 100% L. anduzei (1/1) [Tabela 2].  

O conteúdo estomacal de 48% (20/42) das fêmeas positivas apresentou 

sangue em decomposição, sendo que 40% (17/42) com sangue fresco, além de 

9,5% fêmeas L. dendrophyla (4/42) e 0,2% de L. davisi (1/42) sem a presença de 

sangue (IM5708, IM5731, IM5735, IM5890 e IM5891) [Tabela 2]. A maioria das 

fêmeas apresentou de 6 a 40 flagelados por campo com exceção de L. dendrophyla 

(IDEND/BR/2007/IM5710) com número acima de 40 flagelados por campo. Um 

grande número de fêmeas apresentou infecção por flagelados no triângulo posterior, 

intestino anterior e posterior. Em relação às condições dos ovários das fêmeas, a 

grande maioria apresentou oócitos entre os estágios de desenvolvimento II e V 

(Tabela 2).  

Conforme observado, das 42 amostras positivas e cultivadas em meio de 

cultivo bifásico NNN (Novy & MacNeal, 1904; Nicole, 1908), apenas 23 cresceram 

em cultivo, sendo expandidas em meio líquido Schneider completo (HENDRICKS et 

al., 1978). Entretanto algumas amostras apresentaram dificuldades de crescimento 

após alguns repiques em meio Schneider e/ ou RPMI.  As amostras restantes 
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sofreram contaminação por micro-organismos e/ ou não ocorreu desenvolvimento 

parasitário.  

Dos isolados em meio de cultivo foram confeccionadas lâminas coradas pelo 

método panótico para visualização das formas flageladas (Figura 2). Todas as 

formas observadas em cultivo eram promastigotas com tamanhos variados. E nos 

insetos eram promastigotas pequenas com um longo flagelo livre.  

Em relação ao conteúdo estomacal e as condições dos ovários, três fêmeas 

de L. dendrophyla apresentaram a presença de sangue fresco com oócitos em 

estágios de desenvolvimento III, IV e V.  

Isolamento de Leishmania (humanos): Foram isoladas cinco amostras de 

lesões cutâneas de pacientes provenientes de SGC (Tabela 3), tendo sido 

observadas formas amastigotas em todas as lâminas coradas. Não foi observado o 

desenvolvimento de lesões cutâneas em hamsters inoculados com amostra humana 

(M/HOM/BR/07/IM5741) pelo menos no período de um ano de observação, tendo 

sido feito exame parasitológico dos locais de inoculação.  

Relato dos casos humanos (informações cedidas pelo Major Enf. Geanini - 

HGU/SGC): 

M/HOM/BR/07/IM5741: Paciente sexo masculino, R. T. S., branco, 48 anos, 

procedente do bairro do Areal (SGC). Procurou o HGU/SGC no dia 15/01/2007, 

apresentando lesão, com evolução de aproximadamente dois anos, localizada no 

membro inferior direito, o mesmo relatou que fez uso de tratamento caseiro (óleo de 

andiroba e sebo de cobra) e pernoitou em seu sítio no KM 19 da BR 307 e caçar no 

KM 60 e 65 (Figura 3F). 
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Tabela 2. Localização dos flagelados no tubo digestório das fêmeas de 
flebotomíneos infectadas coletadas na área de São Gabriel da Cachoeira, 
Amazonas, Brasil. 

Código da Amostra
1
 Carga

2
 parasitária Conteúdo

3
 estomacal Condições dos ovários

4
 

Distribuição dos flagelados
5
 

TM ΔP IP 
 

IA 

IDEND/BR/2007/IM5701* ++ SF 3 
  

X 
 

X 

IDEND/BR/2007/IM5702 + SF 2 
  

X 
 

X 

IDEND/BR/2007/IM5703 + SF 1 
  

X 
  

IDEND/BR/2007/IM5704 + SF 2 
  

X 
 

X 

IDEND/BR/2007/IM5705 + SF 3 
  

X 
 

X 

IDEND/BR/2007/IM5706 + SF 1 
  

X 
 

X 

ISHAN/BR/2007/IM5707* ++ SD 2 
  

X 
  

IDEND/BR/2007/IM5708* + SS 1 
    

X 

IDEND/BR/2007/IM5709 ++ SF 2 
  

X 
  

IDEND/BR/2007/IM5710* ++++ SD 3 X X X 
 

X 

ISHAN/BR/2007/IM5711* ++ SD 2 
 

X X 
  

ISHAN/BR/2007/IM5712* + SF 1 
 

X X 
  

IDEND/BR/2007/IM5713* ++ SF 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2007/IM5714* ++ SF 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2007/IM5715* + SF 1 
 

X 
   

IDEND/BR/2008/IM5716 ++ SF 2 
  

X 
  

IDEND/BR/2008/IM5717* ++ SF 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2008/IM5718* ++ SD 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2008/IM5719* +++ SD 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2008/IM5720* ++ SF 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2008/IM5721* ++ SD 2 
 

X X 
 

X 

IDEND/BR/2008/IM5722 + SD 3 
 

X 
  

X 

IDEND/BR/2008/IM5723* + SD 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2008/IM5724 +++ SD 3 
 

X 
  

X 

IDEND/BR/2008/IM5725 +++ SD 3 
 

X X 
 

X 

IDEND/BR/2008/IM5726* ++ SD 2 
  

X 
  

IDEND/BR/2008/IM5727 +++ SD 2 
 

X X 
 

X 

IDEND/BR/2008/IM5728* ++ SD 3 
 

X 
  

X 

IDEND/BR/2008/IM5729* +++ SD 3 
 

X X 
 

X 

IDEND/BR/2008/IM5730 ++ SD 3 X X 
  

X 

IDEND/BR/2008/IM5731 + SS 3 
    

X 

ISCAF/BR/2008/IM5732 + SD 2 
  

X 
 

X 

IDEND/BR/2008/IM5733 ++ SD 3 
  

X 
 

X 

IDEND/BR/2008/IM5734* +++ SF 3 
    

X 

IDEND/BR/2008/IM5735 + SS 3 
 

X 
  

X 

IDEND/BR/2008/IM5736* ++ SD 2 
  

X 
  

IDEND/BR/2009/IM5737 + SF 2 
     

IDEND/BR/2009/IM5738 + SF 2 
 

X X 
  

IAND/BR/2010/IM5739* + SD 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2010/IM5740* + SD 2 
 

X 
   

IDEND/BR/2011/IM5890* + SS 2 
 

X 
   

IDAVI/BR/2011/IM5891 ++ SS 2 
 

X 
   

1: Código da amostra: I= insecta; DEND= Lutzomyia dendrophyla; AND= L. anduzei;  SHAN= L. 
shannoni; SCAF= L. scaffi/, DAVI= davisi,  BR= país de origem (Brasil) / Ano de isolamento/código 
original utilizado pelo INPA; 2: Quantidade de flagelados observados no exame: em torno de : 1 a 5 
(+); 6 a 20 (++); 21 a 40 (+++) e mais de 41 (++++); 3: Sangue recente (SR); sangue em 
decomposição (SD); ausência de sangue (SS); 4: Ovários em desenvolvimento (1), oócitos em 
estágios I e II (2), oócitos em estágios III, IV e V (3); 5: TM= tubos de Malpighi; IA= intestino anterior; 

IP= intestino posterior; ΔP = triângulo posterior. *= amostras que cresceram e expandiram em meio 
de cultura. 
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Figura 2.  Fotomicrografias de formas promastigotas isoladas de flebotomíneos, 

lâminas coradas pelo método de Giemsa (1000X) Fonte: Pinheiro, 2011.  

 

 

M/HOM/BR/08/IM5742: Paciente sexo masculino, J. V. P., da etnia Piratapuia, 30 

anos, procedente de Yuaurete. Procurou o HGU/SGC no dia 16/07/2008, 

apresentando 15 lesões do tipo verrucosa, localizadas nos membros superiores e 

inferiores, com evolução de aproximadamente três meses (Figura 3A e B). 

M/HOM/BR/08/IM5743: Paciente sexo masculino, R.C.V. branco, 31 anos, 

procedente de SGC. Procurou o HGU/SGC no dia 16/07/2008, apresentando uma 

lesão do tipo úlcera típica, localizada no membro inferior esquerdo, com dois meses 

de evolução (Figura 3D) . 



128 

 

M/HOM/BR/08/IM5744: Paciente sexo masculino, J. M. S., militar, 26 anos, 

procedente do Rio de Janeiro, Procurou o HGU/SGC no dia 28/07/2008, 

apresentando uma lesão do tipo ulcera típica, localizada no antebraço direito, com 

aproximadamente três meses de evolução, relatou que participou de um estágio de 

adaptação a vida na selva, na estrada da Usina Miua entre os meses de março e 

abril de 2008 (Figura 3C). 

M/HOM/BR/09/IM5745: Paciente sexo masculino, A.F., indígena, 51 anos, 

procedente da Ilha das Flores (SGC), Procurou o HGU/SGC no dia 27/07/2000, 

apresentando uma lesão em placa, localizada na perna direita, com 

aproximadamente três meses de evolução (Figura 3E). 

 

Tabela 3. Isolados humanos de Leishmania sp. do município de São Gabriel da 

Cachoeira, AM 

Código da amostra a Tipo de lesão 
Exames realizados 

Cultivo       Biópsia/escarificação hamster 

MHOM/BR/07/IM5741* Ulcerada X X X 

MHOM/BR/08/IM5742 Ulcerada X X - 

MHOM/BR/08/IM5743 Verrucosa X X - 

MHOM/BR/08/IM5744 Ulcerada X X - 

MHOM/BR/09/IM5745 Ulcerada X X - 

a:    Código da amostra: M -  mamífero; HOM - Homo sapiens;   BR= país de origem (Brasil) / 

Ano de isolamento/código original utilizado pelo INPA.  *: amostra Isolada e mantida em 

cultivo, X= exame realizado, - : exame não realizado. 
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Figura 3. Lesões leishmanióticas em pacientes do Hospital de Guarnição de São 

Gabriel da Cachoeira - HGU/SGC. A e B: paciente a MHOM/BR/08/IM5742; C: 

paciente MHOM/BR/08/IM5744; D: paciente: MHOM/BR/08/IM5743; E: 

MHOM/BR/09/IM5745; F: MHOM/BR/07/IM5741. Fonte: Pinheiro, 2007; 2008.  
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Apenas de uma amostra (M/HOM/BR/07/IM5741) dos cinco pacientes 

examinados conseguiu-se o isolamento in vitro, as demais contaminaram e/ou não 

cresceram em meio bifásico, não sendo possível a inoculação em animais de 

experimentação (M/HOM/BR/08/IM5742, M/HOM/BR/08/IM5743, 

M/HOM/BR/08/IM5744, M/HOM/BR/09/IM5745). Os pacientes examinados 

apresentaram lesões características de úlcera típica e verrucosa (Figura 3).  

Caracterização bioquímica e molecular: Foram utilizados três loci enzimáticos (GPI, 

G6PDH e PGM) para a análise de 17 amostras: 16 isolados de flebotomíneo (L. 

dendrophyla: IM5721, IM5715, IM5710, IM5714, IM5707, IM5734, IM5717, IM5729, 

IM5705, IM5719, IM5701, IM5736, IM5720, IM5739, IM5723, IM5711) e um humano 

(IM5741). As amostras apresentaram perfis distintos às cepas de referência do 

gênero Leishmania que circulam no Brasil e Colômbia (Figura 4).  

De acordo com os perfis isoenzimáticos obtidos dos isolados de 

flebotomíneos e o de humano, observa-se que estes não apresentaram perfil similar 

as espécies de leishmânias e endotrípano utilizadas. 
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Figura 4. Perfis isoenzimáticos (PGM, G6PDH e GPI). de cepas de referência dos 

gêneros Leishmania e Endotrypanum e das amostras isoladas de flebotomíneos e 

de humano em São Gabriel da Cachoeira, AM. La: Leishmania amazonensis; Lc: 

Leishmania colombiensis; Ls: Leishmania shawi; Lg: Leishmania guyanensis; Lb: 

Leishmania braziliensis; E: Endotrypanum sp.; Ln: Leishmania naiffi; Ld: Leishmania 

deane.   
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Dos isolados em cultivo de flebotomíneos que não apresentavam sangue no 

trato digestório (L. dendrophyla: IM5708, IM5731, IM5890) apenas a amostra IM5708 

cresceu em cultivo e agrupou com um isolado humano pela análise da sequência da 

região de ITS (Figura 7). 

A amostra isolada de lesão humana (IM 5741) pela análise de isoenzimas 

apresentou perfil similar a alguns isolados de flebotomíneos, agrupando-se no tipo A 

pela análise das sequencias da região de ITS (Figura 5). É sabido que o produto do 

amplificado da região do gene de mini-éxon em leishmanias do subgênero Viannia 

apresenta-se com o tamanho de 242 pb e os do subgênero Leishmania (302 pb e 

451 pb). Foi possível amplificar por PCR a região de mini-éxon alguns dos isolados 

demonstrando-se que a amostra IM5707 isolada de L. dendrophyla com sangue em 

decomposição e flagelados no intestino posterior do trato digestório apresentou 

produto amplificado em torno de 242pb, assim como os isolados IM5719, IM5721 e 

IM5720 com sangue fresco, considerados como Leishmania subgênero Viannia 

(Figura 5). Também foi observado que o isolado humano IM5744 apresentou 

produto amplificado de 242pb. A amostra IM5728 de L. dendrophyla com sangue em 

decomposição e flagelados na região do intestino posterior apresentou produto 

amplificado com cerca de 400pb não observado em cepas de referência de parasitos 

do gênero Leishmania (Pinheiro, 2004).  
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Figura 5. Produtos da amplificação da região de mini-éxon. Gel de poliacrilamida 

12% corado por nitrato de prata, corrida de eletroforese em tampão TAE 1X. 6a: 1° 

poço - PM- marcador de peso Molecular 100pb; 2° e 3° poços: cepas de referência 

(L. braziliensis e L. (V.) guyanensis); 4°poço: isolado de SGC 5707; 6b: 1° poço - 

PM- marcador de peso Molecular 100pb; 2° ao 6° poços: isolados de SGC 5744, 

5719, 5720, 5721 e 5728. 

  
 
 

 

Da avaliação das sequencias obtidas com o programa de edição e 

alinhamento no site NCBI (National Center for Biotechnology Information) dos 

fragmentos de DNA sequenciados, dos 20 isolados de flebotomíneos e cinco de 

humanos, apenas 11 amostras foram adequadas ao estudo. Verificou-se a formação 

de dois grupos distintos, sendo nove isolados com características biológicas 

similares ao subgênero Viannia (A e B) e dois para o subgênero Leishmania (grupo 

C). Das sequências que agruparam para o grupo A, duas eram de humano, cinco de 

L. dendrophyla e uma L. shanonni. Um dos isolados de L. dendrophyla IM 5715, com 
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sangue fresco e flagelados na região posterior do trato digestório foi considerado de 

acordo com o agrupamento como tipo B. Para o subgênero Leishmania (grupo C), 

uma era de humano e a outra de L. dendrophyla (Figura 6). 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Dendrograma do sequenciamento segundo o algoritmo de neighbor-

joining (NJ) dos isolados de SGC com a formação de três grupos com 

características biológicas similares para os subgêneros Viannia (A, B) e Leishmania 

do gênero Leishmania (C). Abaixo mapa com a localização (em vermelho) da coleta 

dos isolados humanos e de flebotomíneos, nos quais foram agrupados de acordo 

com o sequenciamento da região de ITS.  
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As sequências da região ITS dos isolados IM 5701, IM 5714, IM5718, IM5744, 

IM5741, IM5720, IM5711, IM5734 quando agrupadas com as sequências das 

espécies L. (V.) guyanensis (código de deposito AJ000300), L. (V.) guyanensis 

(AJ0003000), L (V.) panamensis (FJ948440) e L. (V.) braziliensis (JQ061322) do 

GenBank apresentaram valores de similaridade (bootstrap) baixo de cerca de 64, 99 

e 66%  (figura 6). Enquanto os isolados IM5708 e IM5745 não se agruparam com 

espécies do subgênero Viannia e nem com Leishmania (L. (L.) tropica, L. (L.) major, 

L. (L.) chagasi, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis) [figura 7]. 

 

 

Figura 7. Dendrograma construído a partir de sequências da região ITS do rDNA dos 

isolados de São Gabriel da Cachoeira e de espécies de Leishmania dos subgêneros 

Viannia e Leishmania depositadas no GenBank, utilizando o método Neighbor-

Joining. Os números nos ramos se referem aos índices de bootstrap.  
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4.  DISCUSSÃO  

 

A correta indicação das espécies de vetores que ocorrem em uma área 

endêmica para leishmanioses, bem como a estimativa das taxas de infecção natural 

pelas diferentes espécies de Leishmania, auxiliam a compreensão da epidemiologia 

da doença e também na adoção de medidas de prevenção e controle (PEREZ et al., 

1994; GRÜNEWALD, 1999; CARVALHO et al., 2008).   

Até então, em SGC existia uma lacuna a respeito das prováveis espécies de 

vetores da Leishmaniose, pois o único levantamento realizado nesta área foi por Fé 

et al. (1998), mas este não direcionou o estudo para avaliar a infecção natural 

desses insetos. Assim como, coletou apenas 795 espécimes. Neste estudo o autor 

realizou levantamento em duas áreas de SGC (Morro de Fortaleza e Porto de 

Camanaus).   

Lutzomyia dendrophyla foi uma das espécies mais frequentes nas coletas 

(Capitulo 1). Assim como, a maior taxa de infecção por tripanossomatídeos com 

3,66% (36/981), mas segundo o CIPA (Computer-aided Identification of 

Phlebotomine sandflies of America), esta espécie não é incriminada como vetora de 

Leishmania. Entretanto, Freitas et al. (2002) realizando trabalho em uma área de 

Porto Grande no Amapá encontraram L. dendrophyla infectada com flagelados, 

sugerindo que fosse Endotrypanum devido a localização do flagelado nos tubos de 

Malpighi, mas após a caracterização isoenzimática o parasito apresentou perfil 

similar a  L. (V.) guyanensis.  

Segundo Killick-Kendrick e Ward (1981) e Killick-Kendrick (1990), certos 

critérios são exigidos para incriminar uma espécie como transmissora de 

Leishmania, como, apresentar: alto grau de antropofilia, infecção natural pelo 
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protozoário, o desenvolvimento do parasito no intestino na ausência de sangue e o 

parasito isolado do inseto deve ser indistinguível daqueles isolados de casos 

humanos e a sua distribuição espacial coincidente com a doença.  

Neste estudo quatro indivíduos de L. dendrophyla que estavam parasitados 

não apresentaram sangue no intestino e os parasitos ali encontrados provavelmente 

já teriam ultrapassado as barreiras imposta pela matriz peritrófica do intestino do 

inseto e conseguido colonizar o trato digestório. Conforme Pimenta et al. (2012), O 

parasito precisa vencer diversos obstáculos para completar o seu desenvolvimento 

no vetor. A expressão de moléculas específicas do próprio parasito tem se mostrado 

um evento crucial para esse processo. A ação de enzimas digestivas produzidas 

pelo intestino do vetor pode matar os parasitos presentes no bolo sanguíneo; a 

matriz peritrófica constitui uma barreira física para a sua migração para a parte 

anterior do intestino e a excreção do bolo fecal pode resultar na perda da infecção. 

Para Lainson e Rangel (2003), essas barreiras naturais existentes nos 

flebotomíneos vão conduzir a resistência ou a suscetibilidade do inseto à infecção 

por protozoários. Consequentemente estes fatores determinarão a competência 

vetorial do inseto.  

A infecção de flebotomíneo com Leishmania pode persistir por 15 dias, e 

alguns fatores são incriminados por Adler e Theodor (1957) como determinantes por 

afetar neste prazo: quantidade de sangue ingerido e tempo de digestão do alimento 

sanguíneo. 

Em um segundo momento foi encontrado a mesma espécie com sangue 

fresco e os oócitos estavam nos estágios de desenvolvimento III, IV ou V, sugerindo 

que está espécie teria realizado um segundo repasto sanguíneo (ADLER e 

THEODOR, 1957; TESH, 1988; BRAZIL e BRAZIL, 2003). Tanto as fêmeas como os 
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machos se alimentam de fontes de açúcar para produzir energia e manter a 

homeostasia (AZEVEDO et al., 2011), no entanto as fêmeas também necessitam de 

sangue na alimentação, para possibilitar a maturação de seus ovos (MONTEIRO, 

2012). 

Foram enfrentadas dificuldades para a manutenção dos isolados em cultivo, 

pois os mesmos não se expandiam após alguns repiques, o que tornou impossível a 

caracterização dos seguintes isolados: IM5712, IM5713, 5718, IM5726, IM5728, 

IM5739 e IM5890. É sabido que a escolha do meio de cultura pode afetar o índice de 

crescimento de Leishmania, já que os meios ao conter sangue ou soro, podem variar 

em sua composição química e provocar mudanças no metabolismo das células nele 

cultivadas (MELO, 1982), no entanto, meios enriquecidos foram utilizados. Também 

é sabido que espécies do sub-gênero Viannia, em particular, L. (V). braziliensis são 

de difícil crescimento in vitro e demorada produção de lesões cutâneas em animais 

experimentais.  

Conforme Hanham et al. (1990) e Al-Taqi e Evans, (1978), as espécies L. (V.) 

colombiensis e L. (L.) venezuelensis apresentaram certa dificuldades na 

manutenção de seus cultivos. Observaram que esses parasitos após alguns 

repiques em meio NNN não conseguiam mais se multiplicar.  

Não obstante, outra observação importante em relação aos isolados, foi o 

acompanhamento dos animais de experimentação (Mesocricetus auratus), os quais 

não apresentaram desenvolvimento de lesão, após inoculação de isolados tanto de 

flebotomíneos quanto de humano, o acompanhamento destes isolados nestes 

animais foi num periodo de um ano. Segundo alguns autores Endotrypanum sp., L. 

(V.) naiffi e L. (V.) colombiensis têm a caracteristica de não apresentarem a 
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formação de lesões cutaneas visiveis nestes animais (ARIAS et al., 1985; NAIFF et 

al., 1989; KREUTZER et al., 1991).  

A distribuição geográfica dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana 

(LTA) indica que a espécie L. (V.) braziliensis é predominante ao sul do rio 

Amazonas (LAINSON, 1983), enquanto que na região de Manaus (norte do rio 

Amazonas) é a L. (V.) guyanensis (ROMERO et al., 2002; VAN DER MEIDE et al., 

2008). No entanto, pouco se conhece sobre a distribuição geográfica dos casos de 

LTA em SGC (alto rio Negro), a fauna de vetores e muito menos das espécies que 

circulam nesta região, sendo este o primeiro estudo realizado nesta área com esta 

finalidade. Os pacientes atendidos no HGU/SGC que apresentavam lesões 

suspeitas de LTA apresentavam lesões com aspectos que variavam de uma úlcera 

simples até em forma de placa, muito comum em lesões causadas por L. (V.) 

guyanensis e L. (V.) braziliensis. Geralmente, a classificação clínico-dermatológica 

das lesões leishmanióticas é baseada em critérios bem definidos (TALHARI et al., 

1988; FRANÇA, 1999), porém está sujeita à interpretação pessoal do examinador, 

podendo ocorrer algum grau de subjetividade. 

Padrões das lesões dos pacientes atendidos em SGC, principalmente o 

IM5742, são similares também às causadas por L. (L.) venezuelensis, pois de 

acordo com Bonfante-Garrido (1980) e Lainson (2010), essa espécie provoca lesões 

cutâneas simples ou múltiplas, muito comum nas leishmânias do subgênero 

Leishmania. Apesar da espécie L. (V.) colombiensis, do subgênero Viannia, também 

apresentar as mesmas características das lesões (Lainson, 2010). Tais fatos são 

relevantes para a área estudada, pois o município de SGC faz fronteira com os 

países Colômbia e Venezuela.  
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Na eletroforese de isoenzimas, as enzimas G6PDH e ME são consideradas 

como diagnósticas para L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis (CUPOLLILO et al., 

1994). Neste estudo não houve similaridade dos alelos com as cepas de referencia 

utilizadas.  

A analise dos produtos da reação de amplificação da região de mini-éxon de 

algumas das amostras (5707, 5744, 5719, 5720, 5721, 5728) amplificaram um 

produto de cerca de, 242 pb comumente encontrado em leishmânias do subgênero 

Viannia (PINHEIRO, 2004). Resultado este compatível com as características 

biológicas - localização no inseto, e o agrupamento obtido com a análise do 

sequenciamento da região de ITS.  

Outros iniciadores da região de mini-éxon já foram utilizados com sucesso na 

identificação de Leishmania em insetos infectados experimentalmente (PAIVA et al., 

2004; 2006). Já Marfurt et al. (2003) concluíram que a variação existente no gene de 

mini-éxon, permite que eles sejam utilizados para distinguir entre os gêneros da 

família Trypanosomatidae. 

 Katakura et al. (2003), utilizando iniciadores da região de mini-éxon avaliaram 

a estreita relação entre a espécie L. (V.) equatorensis e o gênero Endotrypanum, 

sugerindo a necessidade de novos estudos com o intuito de analisar esta espécie de 

Leishmania e sua similaridade com E. monterogeii.  

Após a realização do BLAST, as sequencias (IM 5701, IM 5714, IM5718, 

IM5744, IM5741, IM5720, IM5711, IM5734) apresentaram perfis correspondentes as 

espécies L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) braziliensis. Não 

corroborando com a caracterização isoenzimática dos isolados (IM5701, IM5711, 

IM5714 e IM5741). Para Cupollilo et al., (1994) o loco  G6PDH  é um dos 

considerados diagnóstico para L. (V.) guyanensis. 
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Em relação às sequencias IM5708 e IM5745, as quais não alinharam com 

nenhuma espécie depositada no GenBank, possivelmente trata-se de uma espécie 

nova ou hibrido.  

É sabido que os mecanismos pelo quais os parasitos se tornam híbridos 

ainda não está bem esclarecido. Entretanto há evidência de reprodução sexual entre 

os organismos, onde fenômenos de recombinação genética (BÃNULUS et al., 1997) 

podem explicar a existência de híbridos em Leishmania detectados na natureza 

(DARCE et al. 1991; BONFANTE-GARRIDO et al., 1992; DELGADO et al. 1997). 

Tibayrenc e Ayala (1999) em trabalho sobre evolução genética do parasito sugerem 

que a recombinação genética entre Leishmania seria possível, porém rara em 

condições naturais. Estudos relatam que híbridos ocorrem essencialmente entre 

espécies próximas, como L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis ou L. (V.) 

peruviana (THOMAZ SOCCOL, 1993; BANULS et al., 1997; TORRICO et al., 1999).  

Ravel et al. (2006), descreveram a ocorrência de híbridos naturais entre L. (L.) 

infantum e L. (L.) major. Na natureza, estas duas espécies de Leishmania são 

transmitidas por diferentes insetos vetores a distintos reservatórios. A descoberta de 

híbridos naturais entre espécies tão divergentes veio levantar a questão sobre o 

processo de troca genética neste parasito e a possível circulação de híbridos em 

condições naturais (RAVEL et al., 2006). 

Coelho (2010) ao caracterizar as espécies de Leishmania spp. em amostras 

isoladas de pacientes com LTA de área endêmica da região Norte, observou a 

presença de infecção mista em cerca de 13% (26/209) dos isolados, e a espécie L. 

(V.) guyanensis estava presente na maioria das infecções.  
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Para um melhor esclarecimento a respeito das sequencias IM5708 (L. 

dendrophyla) e IM5745 (humano), novas analises serão necessárias, assim como a 

clonagem das PCRs das referidas sequências.    

 

5.  CONCLUSÕES 

 

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

espécie L. dendrophyla está envolvida no ciclo de transmissão de Leishmania sp. no 

município de SGC. Além disso, a presença de pelo menos três espécies de 

Leishmania circulando entre os flebotomíneos e humanos na região, sendo uma do 

subgênero Leishmania. 
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9.  DISCUSSÃO GERAL 

 

Desde 1903, quando o gênero Leishmania foi descrito por Ross, o número de 

espécies identificadas neste grupo, contínua crescendo. Nas Américas são 

conhecidas 14 espécies dermotrópicas de Leishmania, causadoras de doença 

humana e somente uma espécie agente da doença visceral, Leishmania (L.) chagasi 

(GRIMALDI e TESH,1993). 

Atualmente no Brasil, há registro de sete espécies que são agentes 

etiológicos da LTA: L. (L.) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, 

L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi (LAINSON et al., 1994; 

FURTADO e VALE, 2005; LAINSON, 2010). Destas quatro circulam no Amazonas: 

L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) naiffi (ARIAS e 

NAIFF, 1981; PAES, 1991). 

O Estado do Amazonas, por sua diversidade de ecossistemas e extensão 

geográfica, os estudos dos elos que compõem a cadeia de transmissão das 

leishmanioses são necessários para elucidar os ciclos que ocorrem na região 

(LAINSON e SHAW, 1972; TALHARI et al., 1988; BARRETT et al., 1989; GUERRA 

et al., 2006). Assim, levantamentos entomológicos que objetivem demonstrar a 

fauna flebotomínica devem fazer parte do estudo epidemiológico em áreas 

endêmicas ou regiões onde o conhecimento a respeito da população de insetos 

vetores e da circulação do agente etiológico, é escasso ou inexistente (MARZOCHI 

e MARZOCHI, 1994).  

Vários estudos ao longo dos anos vêm demonstrando o comportamento da 

ecoepidemiologia das leishmanioses em alguns municípios do Amazonas (ARIAS e 

NAIFF, 1981; CASTELLÓN et al., 1994; BARRET et al., 1996; BARROS et al., 
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1998), seja no aspecto da fauna de flebotomíneos (ARIAS e FREITAS, 1977; 1982; 

PAES, 1991; BARRETT et al.,1996; FEITOSA et al., 2004; DIAS-LIMA et al., 2002; 

NERY, 2002; GOMES, 2002; SILVA et al., 2007), reservatórios (ARIAS et al., 1981; 

NERY, 2002; GUERRA et al., 2002; 2006; 2007) e aspectos clínicos e terapêuticos 

(BARROS et al., 1982; TALHARI et al., 1988; ANDRADE et al., 1997; ANDRADE, 

1997; GUERRA et al., 2006; NAIFF-JUNIOR et al., 2009). 

Entretanto ainda são escassos os estudos referentes à problemática desta 

doença nas localidades distantes da capital, principalmente em áreas de fronteira. 

Trabalhos pioneiros nestas áreas como de Fé et al. (1998) em São Gabriel da 

Cachoeira, no qual realizaram o primeiro levantamento da entomofauna na região e; 

Veloso, 2012 (Tabatinga), onde averiguou os aspectos epidemiológicos e 

entomológicos da leishmaniose corroboram ampliando informações de áreas no qual 

é comum a escassez de dados nas áreas longínquas do Amazonas.            

Conforme alicerce dos estudos sobre a dinâmica da leishmaniose em áreas 

amazônicas, neste trabalho primeiramente objetivou-se realizar levantamento da 

fauna flebotomínica do município de São Gabriel da Cachoeira (SGC), área de 

fronteira com a Colômbia e Venezuela. Devido o único estudo com está finalidade 

ter sido realizado por Fé et al. (1998) na década de noventa. 

 Dos 6832 flebotomíneos coletados nesse estudo, 50 espécies foram 

identificadas, sendo 49 do gênero Lutzomyia e uma do gênero Brumptomyia. É 

sabido que no Brasil, Lutzomyia é o grupo mais estudado devido apresentar 

espécies com papel vetorial na transmissão dos agentes causais das leishmanioses 

(GRIMALDI et al., 1991; GIL et al., 2003; RANGEL e LAINSON, 2003). No entanto 

em SGC, foi possível constatar que algumas espécies do gênero Lutzomyia 

registradas no município tem participação na transmissão de Leishmania ou outra 
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espécie de tripanossomatídeo no Amazonas (LAINSON et al., 1994; YOUNG e 

DUNCAN, 1994) e no Brasil (ARIAS et al. 1985; RYAN et al., 1987; SILVEIRA et al., 

1991; YOUNG e DUNCAN, 1994), como é o caso das espécies: L. ayrozai, L. 

dendrophyla, L. davisi, L. flaviscutellata, L. shannoni, L. anduzei e L. chagasi, além 

também de espécies comuns nos países Venezuela e Colômbia que fazem fronteira 

com o município de SGC (L. gomezi, L.davisi, L.scaffi e L. yuilli) [CORREDOR et al., 

1990; SARAVIA et al., 1998; OVALLE et al., 2006; URBANO et al., 2011]. 

Na área estudada foi observado um índice de diversidade considerável 

(H’=1,19), reforçado por estudos anteriores de Fé et al. (1998) que apresentaram um 

índice de H’=2,86. Em áreas adjacentes a fronteira do município, Bejarano et al. 

(2002), avaliando a associação de flebotomíneos em focos de leishmaniose na 

cidade de Sincelejo, Colômbia, obtiveram um índice de diversidade de H’=0,38, ao 

coletar um total de seis espécies de 486 espécimes do gênero Lutzomyia. Vívero et 

al. (2010) no mesmo País, constatou uma diversidade de flebotomíneos de H’=0,843 

no departamento de Vichada, coletando um total de 182 insetos pertencentes a 15 

espécies do gênero Lutzomyia.  

Distinto ao trabalho de Fé et al. (1998), onde não foi capturado nenhum 

espécime de L. dendrophyla, neste estudo foi a terceira espécie mais abundante, 

sendo a primeira L. ayrozai a segunda L. georgii.  

A correta identificação das espécies de vetores que ocorrem em uma área 

endêmica para leishmanioses, bem como a estimativa das taxas de infecção natural 

pelas diferentes espécies de Leishmania, auxiliam a compreensão da epidemiologia 

da doença e também na adoção de medidas de prevenção e controle (PEREZ et al., 

1994; SILVA e GRÜNEWALD, 1999 CARVALHO et al., 2008). 
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Das espécies coletadas e dissecadas, a que chamou atenção foi L. 

dendrophyla, por ter sido a que apresentou a maior taxa de infecção natural por 

tripanossomatídeos (3,66%). Conforme Michalsky et al. (2002), apesar da existência 

de relatos de encontros desses protozoários no tubo digestório de flebotomíneos, a 

natureza dessas infecções por Leishmania só pode ser determinada pela realização 

de técnicas de isolamento ou inoculações experimentais.           

Ainda em relação a L. dendrophyla, esta espécie poderá alavancar 

questionamento sobre o seu papel na transmissão de Leishmania no município de 

SGC, quiça no Amazonas fato este agregado à observação dos dados biológicos 

deste flebotomíneo como: a localização do parasito no trato digestório do inseto 

(suprapilaria) [LAINSON E SHAW, 1987] além da ausência de sangue na presença 

de parasito (KILLICK-KENDRICK, 1990), além das condições dos oócitos nos 

ovários (ADLER e THEODOR, 1957). 

Conforme Freitas et al. (2002), esta espécie foi encontrada infectada com 

flagelados em Porto Grande no Amapá, os mesmos sugeriram que fosse 

Endotrypanum devido a localização dos flagelados nos tubos de Malpighi, mas após 

a caracterização isoenzimática o parasito apresentou perfil similar a L. (V.) 

guyanensis.  

Vários estudos têm revelado as dificuldades envolvidas na detecção de 

Leishmania através do método de dissecção do trato digestório, mostrando 

geralmente taxas de infecção abaixo de 1% para distintas áreas endêmicas no Brasil 

(GALATI et al., 1996; RODRIGUEZ et al., 1999; LUZ et al., 2000; MICHALSKY et al., 

2002; PINHEIRO, 2004) e também em outros países da América do Sul 

(FELICIANGELI et al. 1994; SARAVIA et al., 1998; JORQUERA et al., 2005; 

OVALLE et al., 2006; URBANO et al., 2011). Atualmente, ferramentas moleculares 



156 

 

vêm substituindo a dissecção, por permitir a detecção de DNA de um único parasito 

(MICHALSKY et al., 2002; PITA-PEREIRA et al., 2005) e representar um método de 

diagnóstico mais sensível do que a dissecção seguida de microscopia 

(NASCIMENTO et al., 2007). 

Aliado a estas ferramentas, a escolha de um marcador molecular específico é 

indispensável. Dentre estes, o gene de mini-éxon tem sido utilizado na identificação 

de Leishmania e na avaliação da taxa de infecção em flebotomíneos por este 

flagelado (FERNANDES et al., 1993; KATAKURA et al., 1999; 2003; PINHEIRO et 

al., 2004; PAIVA et al., 2006; ALBUQUERQUE, 2009). Uma das principais 

características desse gene é estar presente em todos os membros da família 

Trypanosomatidae, incluindo os gêneros que infectam invertebrados: Trypanosoma, 

Leishmania e Endotrypanum, mas ausente nos mamíferos e flebotomíneos 

(FERNANDES et al., 1993). 

No Amazonas, Pinheiro (2004) utilizou o gene de mini-éxon para detectar 

infecção natural em flebotomíneos por tripanossomatídeos em uma área endêmica 

para Leishmaniose. Nesse estudo, o gene foi utilizado com o mesmo objetivo nas 

espécies vetoras coletadas em SGC (L. ayrozai, L. dendrophyla, L. davisi, L. 

flaviscutellata, L. shannoni, L. anduzei, L. scaffi, L. amazonensis, L. yuilli, L. 

paraensis, L. umbratilis, L. olmeca nociva e L. gomezi). Além de comparar a infecção 

natural com amostras de L. umbratilis (principal vetor de Leishmania no Amazonas) 

coletadas em uma área endêmica de Manaus. A espécie L. dendrophyla foi incluída 

nesta analíse, mesmo não sendo condiderada como sendo vetora segundo o CIPA 

(1999), por apresentar a maior taxa de infecção natural nesse estudo pelo método 

de dissecção.  



157 

 

A taxa de infecção natural em L. umbratilis avaliada pela LN-PCR foi de 47% 

(332/720), mostrando-se um bom resultado nas amostras coletadas em Manaus, 

frente aos estudos realizados no Brasil, cuja estimativa de taxas de infecção são de 

0,4% na Bahia e no Maranhão (MIRANDA et al., 2002; OLIVEIRA-PEREIRA, et al., 

2006), 0,7% no Mato Grosso (MISSAWA et al., 2010), 0,9% em Minas Gerais 

(CARVALHO et al., 2008), 2%, 1,1% e 0,3% nos Municípios do Rio de Janeiro, 

Corumbá e Porto Alegre, respectivamente (PITA-PEREIRA et al., 2005; 2008; 2009). 

Por outro lado, a mesma metodologia empregada nas amostras oriundas de SGC, 

obteve resultado negativo. Não obstante que outros indivíduos de L. dendrophyla, L. 

shannoni e L. anduzei quando direcionados para serem analisados pela técnica de 

dissecção nesse estudo, verificou-se infecção por flagelados.  Apesar de, se for feita 

uma comparação, como a taxa de infecção geralmente é baixa em áreas endêmicas 

o numero total de espécimes de SGC testados pela PCR possa talvez ter 

influenciado quanto a sua negatividade, o que não suporta a ausência de infecção 

por flagelados nesta área.   

Aprimorar e introduzir ferramentas moleculares na detecção de infecção 

natural em flebotomíneos e na identificação da Leishmania, a qual possibilite 

detectar poucos flagelados, tem sido fundamental no auxílio nos estudos 

epidemiologicos das Leishmanioses (MICHALSKY et al., 2002; PINHEIRO et al. 

2004; PAIVA et al., 2007). 

Não obstante o resultado ter sido negativo nas amostras de SGC em relação 

a avaliação de infecção natural pela LN-PCR, utilizando os iniciadores descritos por 

Cruz et al. (2002). A mesma metodologia foi empregada na identificação das 

espécies dos isolados oriundos de flebotomíneos (IM5707, IM5719, IM5720, IM5721, 
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IM5728) e humano (IM5744), os quais produziram amplificações de 242 pares de 

base (pb), correspondente ao subgênero Viannia (242pb), conforme Pinheiro (2004).  

 Segundo Lainson (2010), as espécies deste grupo circulam no Amazonas e 

nos países Colômbia e Venezuela, entre elas: L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, 

L. (V.) colombiensis e L. (V.) naiffi (LAINSON, 2010; COELHO et al., 2011). Alias 

neste estudo foram coletados os respectivos vetores ou suspeitos de transmitirem 

essas leishmânias: 1) L. umbratilis e L. anduzei vetores de L. (V.) guyanensis; 2) L. 

davisi, L. ayrozai e L. paraensis vetores de L. (V.) naiffi e 3) L. gomezi vetor de L. 

(V.) colombiensis na Colômbia (RANGEL e LAINSON, 2003).  

Em relação a espécie L. (V.) braziliensis, as incertezas referentes à exata 

distribuição geográfica desta Leishmania, dificultam a identificação de todos os seus 

vetores. Porém, pelo menos no Brasil, onde o parasito já foi registrado em todos os 

estados, está claro que há várias espécies de flebotomíneos envolvidas em sua 

transmissão, incluindo L. intermedia, L. whitmani strictu sensu, L. wellcomei, L. 

migonei e L. neivae (LAINSON, 2010). Já no Amazonas existe uma lacuna a 

respeito dos flebotomíneos incriminados como vetores desta espécie (RANGEL e 

LAINSON, 2003). 

Aliada a  metodologia de PCR, foi também empregada a tecnica de 

isoenzimas para a identificação dos isolados, com as enzimas (PGM, G6PDH e 

GPI), principalmente aqueles cuja identificação não foi possivel pela PCR (IM5701, 

IM5705, IM5710, IM5711, IM5714, IM5717, IM5719, IM5723, IM5729, IM5736, 

IM5739, IM5741). Sendo que os mesmos não apresentaram perfil similar as 

espécies de leishmânias e endotrípano utilizadas no estudo. Esta técnica foi 

estabelecida como padrão ouro na identificação de espécies de Leishmania por ser 

bastante sensível (MARZOCHI et al., 1980; HANHAM et al., 1990; ISHIKAWA et al., 
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2002; CUPOLLILO et al., 2003; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2006). No entanto, 

esta metodologia apresenta limitações, pois é uma técnica muito laboriosa e requer 

grandes volumes de culturas “in vitro” de parasitos. Uma das vantagens desta 

técnica é o seu caráter codominante, que pode facilmente identificar perfis 

heterozigóticos (SCHÖNIAN et al., 2003). Fato não observado com as amostras aqui 

estudadas. 

Os métodos moleculares têm se mostrado de grande valor na identificação de 

tripanossomatídeos, fato importante na taxonomia, e por outro lado, no diagnóstico, 

terapêutica, epidemiologia e controle parasitário (KREUTZER et al., 1987; 1991; 

GRIMALDI et al., 1992; MINODIER et al. 1997; FRANCO et al., 1996; XIAO-SU et 

al., 2000; MARFURT ET AL., 2003; SHAHBAZI et al., 2008; EROGLU et al., 2011; 

YANG et al., 2013). 

A região de ITS (região dos espaçadores intergênicos transcritos do gene de 

RNA), a qual foi utilizada neste trabalho vem sendo empregada para estudo de 

filogenia (CUPOLLILO et al 1994; 1995; 1998), construção de iniciadores (SIBAJEV 

et al. 2005) caracterização e diagnóstico de Leishmania (CUPOLLILO et al., 2003; 

YANG et al., 2013). Essa região é variável, flanqueada por uma região altamente 

conservada entre vários tripanossomatídeos como Leishmania, Trypanosoma e 

Crithidia. Os iniciadores utilizados no estudo dos tripanossomatídeos se baseiam 

nessas sequências, sendo o “primer” IR1 a sequencia conservada da extremidade 

3’terminal de SSU -5’ GCT GTA GGT GAA CCT GCA GCA GCT GGA TCA TT- 3´ e 

o “primer” IR 2 a seqüência 5’ terminal de LSU -5’ GCG GGT AGT CCT GCC AAA 

CAC TCA GGT CTG- 3´ (HERNANDEZ et al., 1990). 

Conforme Cupollilo et al. (1995) quando analisaram vários isolados de 

Leishmania do Brasil, observaram que a região de ITS apresenta um alto nível de 
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variação intra e interespecífica nesses tripanossomatídeos. Também muitas das 

amostras isoladas ou depositadas no banco de leishmanias não apresentam 

identificação de espécie por não apresentarem similaridade com cepas padrões ou 

isolados já descritos (comunicação pessoal, Antonia Franco).  

Em relação aos fragmentos de DNA sequenciados neste estudo, dos 20 

isolados de flebotomíneos e cinco de humanos, apenas 11 amostras foram 

adequadas para analise. Várias pesquisas vêm utilizando o sequenciamento de DNA 

ou RNA, para identificação e caracterização genômica das espécies de Leishmania 

(BLACKWELL, 1992; MINODIER et al., 1997; XIAO-SU et al., 2000; MEDEIROS et 

al., 2002).  

Para um melhor esclarecimento a respeito das sequências IM5708 (L. 

dendrophyla) e IM5745 (humano), novas analises serão necessárias, assim como a 

clonagem das PCRs das referidas sequências.    

Apesar de inconclusiva a determinação das espécies isoladas seja de 

humanos ou de flebotomíneos em SGC, verificou-se neste estudo que as amostras 

isoladas não apresentam o mesmo perfil das cepas de Leishmania ate então 

conhecidas, mas que confirma a circulação de parasitos do gênero Leishmania em 

humanos e flebotomíneos e nos possibilita indicar o envolvimento da espécie de 

flebotomíneo L. dendrophyla como transmissor de Leishmania sp. na região 

amazônica, em particular no município de SGC, AM. 

Mais estudos são necessários na região de SGC para a confirmação de L. 

dendrophyla como vetora, assim como novas analises nas sequências dos isolados, 

com o intuito de podemos inferir como sendo uma espécie nova, uma variante de 

espécie já conhecida ou realmente se tratar de um híbrido, apesar de que as 

analises dos loci enzimáticos testados não levarem a este resultado.  Esses estudos 
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epidemiológicos, aliados as ferramentas moleculares são de fundamental 

importância na compreensão da dinâmica de certas doenças, principalmente 

aquelas que possuem os insetos como vetores.  
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10.  CONCLUSÕES GERAIS 

 

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

 

1. O município de São Gabriel da Cachoeira apresenta um índice de 

diversidade na fauna flebotomínica de H’ = 1,19 e revelou Lutzomyia ayrozai e L. 

georgii como as espécies mais abundantes nos cincos anos de coleta enquanto que 

L. dendrophyla apresentou-se mais abundante apenas no ano de 2007; 

2. Até o momento, este trabalho foi pioneiro na avaliação epidemiológica 

LTA no município, assim como o conhecimento dos flebotomíneos vetores 

potenciais que circulam no município de São Gabriel da Cachoeira; 

3. Por fazer fronteira com os países da Colômbia e Venezuela, esta 

região torna-se uma porta de entrada de novos patógenos da doença. Um problema 

observado em São Gabriel da Cachoeira, que esta presente também em outras 

cidades do país é a subnotificação dos dados da doença; 

4. Em relação aos vetores foi constatada a presença das seguintes 

espécies: L. ayrozai, L. davisi, L. flaviscutellata, L. shannoni, L. anduzei, L. scaffi, L. 

yuilli, L. tuberculata, L. umbratilis, L. paraensis, L. o. nociva, L. gomezi. Não 

obstante, algumas espécies são incriminadas como potencias vetores nos países 

vizinhos Colômbia e Venezuela, como L. gomezi, L.scaffi e L. yuilli. 

5. A técnica de Ln-PCR para o estudo da infecção natural em 

flebotomíneos por parasitos do gênero Leishmania e para isolados em cultivo, 

demonstrou ser útil, possibilitando discriminar representantes de seus subgêneros e 

de outros tripanossomatídeos. O fato de esta metodologia ser capaz de identificar 
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Leishmania em flebotomíneos será uma ferramenta útil nos estudos de campo e nas 

investigações epidemiológica; 

6. A Lutzomyia conviti tem sido encontrada frequentemente em estudos 

da fauna flebotomínica em países vizinhos (Venezuela e Colômbia) e o registro da 

espécie no estado do Amazonas foi tardio, possivelmente pelos poucos estudos 

realizados nesta área fronteira do Brasil (município de São Gabriel da Cachoeira). 

Esses registros de ocorrência aumentam a área de distribuição dessas espécies, 

além de ser o primeiro registro de ocorrência da espécie para o país; 

7. Algumas sequências de isolados apresentaram certa similaridade com 

as espécies L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, confirmando 

a circulação de parasitos do gênero Leishmania entre humanos e flebotomíneos;  

8. Esse estudo possibilitou indicar o envolvimento da espécie de 

flebotomíneo L. dendrophyla como transmissor de Leishmania sp. na região 

amazônica, em particular no município de SGC, AM. 
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11.  CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

 

Na região amazônica existem diversos biomas, como o cerrado e a floresta, 

que juntamente com a mata atlântica formam o maior patrimônio de biodiversidade. 

A diversidade menos conhecida talvez seja a de micro-organismos, que convivem 

como epífitas, simbiontes, comensais ou parasitas de plantas e animais, como é o 

caso dos protozoários, cuja maior parte é de vida livre, podendo adquirir importância 

médica, devido a seu potencial de infectarem o homem. 

Os resultados obtidos marcam o início dos estudos para avaliar a circulação 

de tripanossomatídeos e ampliar o conhecimento da entomofauna de flebotomíneos 

na região Amazônica. A partir das espécies encontradas, tem-se uma noção da 

composição da fauna, ampliando a ciência acerca da distribuição de espécies que 

reconhecidamente atuam como vetor das leishmanioses e de outros 

tripanossomatídeos.   

A partir das sequências dos isolados o passo seguinte: é a construção de 

iniciadores espécie-específicos para a região de SGC e áreas adjacentes a 

Amazônia.  O uso da PCR para Leishmania sp em vetores da região permitirá um 

estudo do ciclos epidemiológicos e um alerta da densidade de insetos infectados em 

determinadas regiões, auxiliando a vigilância epidemiológica. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

Título do Estudo: “Caracterização de isolados do gênero Leishmania (Kinetoplastida: 

Trypanosomatidae) de reservatórios vertebrados e invertebrados no município de São 

Gabriel da Cachoeira, área de fronteira Brasileira” 

Protocolo nº: 

Investigador: 

Instituição: 

 

Você está com Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), uma doença causada 

por um parasito e transmitida pela picada de um inseto. Esta doença produz feridas na pele 

e não é transmitida por você a outra pessoa. 

Estamos lhe convidando a participar, voluntariamente, de uma pesquisa que busca 

conhecer melhor as características da leishmaniose, para que no futuro, possamos oferecer 

um tratamento mais apropriado. Se você concordar será incluído num estudo científico a 

partir do material colhido de sua ferida e ou da cicatriz e sangue. Leia atentamente as 

informações antes de dar seu consentimento. 

 

1. Esta pesquisa tem como principal finalidade procurar saber a espécie do 

micróbio da sua ferida; 

2. Pelo menos 30 pacientes, entre homens e mulheres, participarão deste estudo. 

Após seu exame médico, serão feitos exames laboratoriais, incluindo biópsia (retirada de 

pequeno pedaço de pele) e escarificação (raspado das bordas da ferida);  

3. A sua participação neste estudo é voluntária. Mesmo que você decida participar, 

poderá desistir em qualquer momento, sem prejuízo de seu atendimento e tratamento 

médico. O seu médico também poderá suspender a sua participação do estudo se assim 

julgar conveniente para sua saúde; 
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4. Participando desse estudo você estará ajudando muito para o avanço científico 

nas pesquisas relacionadas à leishmaniose e por isso mesmo você terá algumas 

responsabilidades: seguir as orientações de seu médico e comparecer as consultas nas 

datas marcadas; 

5. Os pesquisadores não darão nenhum benefício em dinheiro ou algo em troca e o 

seu pedaço de pele será somente utilizado para essa pesquisa; 

6. Em qualquer momento do estudo você poderá fazer perguntas e esclarecer suas 

dúvidas, seja com o médico ou com os demais pesquisadores; 

7. Durante o estudo caso sinta-se mal, mesmo durante a noite, procure o Serviço 

Médico mais próximo de sua casa; 

8. Sua participação será mantida em segredo, os resultados do estudo serão 

publicados sem revelar o seu nome. No entanto, o seu prontuário médico será visto pelo 

médico e equipe envolvida no estudo; 

9. Você terá acesso a qualquer resultado de exames realizados com seu material 

coletado, além de obter o resultado caso positivo; 

10. Os resultados da pesquisa serão analisados e divulgados, porém sua identidade 

será mantida em sigilo para sempre. Se você quiser saber mais detalhes e os resultados da 

pesquisa, faça contato com o(a) pesquisador(a) pelo telefone (92) 3643-3068 ou pelo E-

mail: meireg@inpa.gov.br. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mailto:meireg@inpa.gov.br
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CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO: 

 

 

Eu, _____________________________________________________, abaixo assinado, 

concordo em participar desse estudo clínico. Declaro que li e entendi as informações 

referentes ao estudo e que minhas dúvidas foram esclarecidas. 

 

ou 

 

 

 

Nome do paciente:________________________________________________ 

Assinatura:______________________________________________________ 

Local e data:_____________________________________________________ 

 

Nome do médico e/ou enfermeiro (responsável pela coleta)  

Assinatura:_______________________________________CRM:___________ 

Local e data:_____________________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Impressão do dedo polegar 

direito caso o responsável 

não saiba escrever seu nome 
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REGISTRO DO PACIENTE                                No:                    Data: 

 

IDENTIFICAÇÃO /  EPIDEMIOLOGIA 

Nome:                                                                            Sexo: 

Grávida (   )                                                                   Criança (   ) 

Data de nascimento:                                                     Idade: 

Naturalidade:                                                                Procedência (5 anos): 

Endereço: 

Profissão:  

Local provável da infecção: 

Atividade na mata:    (    ) Não            (    ) Labor           (    ) Lazer 

Freqüência de ida à mata:  (    ) diária  (    ) semanal  (     ) quinzenal   (    ) mensal 

DADOS CLÍNICOS 

Carac. da lesão: (    ) quadro primário  (    ) Recidiva  (    ) Reinfecção  (    ) Cicatriz 

Tempo estimado de doença:   

CARACTERÍSTICAS DA CICATRIZ                           Localização       

Tipo de cicatriz:                                                           (      ) face           (     ) tronco 

Nº:                                                                               (      ) pescoço    (     ) MMSS 

Tamanho:                                                                    (      ) MMII         (     ) outros 

Tempo de evolução:                                                     

 

LOCALIZAÇÃO DA AMOSTRA RETIRADA? 

(      ) face                (     ) tronco          (      ) pescoço     

(     ) MMSS             (      ) MMII           (     ) outros 

TRATAMENTO UTILIZADO 
Droga:                                                                    Dose:                            

Data início:                                                             Duração: 
Total de doses:                                                    

Presença de leishmaniose mucosa: (    ) SIM    (    ) NÃO 

Exame parasitológico: 

Exame direto: (     ) SIM      (   ) NÂO           Resultado: 
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 ELISA:  (    ) positivo     (    ) negativo 

TRATAMENTO 

Tratamento anterior: (    ) SIM   (    ) NÃO 

Droga:                                Dose:                           Kg/Peso: 

Data início:                                                             Duração: 

Total de doses:                                                   Tempo para regredir: 

Infiltração intralesional: (    ) SIM        (    ) NÂO 

Término do tratamento: 

Tratamento alternativo: 

 

 

Parafeitos: 

(    ) artralgia                                  (    ) inapetência 

(    ) mialgia                                    (    ) febre 

(    ) astenia                                   (    )náuseas 

(    ) desconforto gástrico              (    ) vômitos 

 

 

 

 

 

 

 


