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Resumo

A Gruta do Ballet, localizada na cidade de Matozinhos-MG, se destaca por sua relevancia do ponto de vista
arqueoldgico, sendo, portanto, um importante atrativo turistico da regido. Em campanha de valoracdo foram
coletados exemplares de Flebotomineos que podem ser transmissores do parasito causador da leishmaniose.
Os exemplares coletados foram identificados por microscopia 6tica com o uso de chaves, como sendo da
espécie Lutzomyia renei. As amostras de DNA extraidas das fémeas de flebotomineos foram utilizadas para
determinar a presenca de DNA de Leishmania. Para isto, foi realizada a técnica PCR dirigida ao ITS1 do
rDNA de Leishmania. Todas as amostras deram negativo para a presenca do parasita, mas 0 monitoramento
da cavidade é de fundamental importancia pois estudos ja relataram a presenca de DNA de Leishmania
(Viannia) guyanensis em exemplares provenientes de area endémica para leishmaniose tegumentar.

Palavras-Chave: cavernas; Gruta do Ballet; Phlebotominae; leishmaniose tegumentar.

Abstract

The Ballet Cave, located in the city of Matozinhos-MG, stands out for your relevant archaeological point of
view, be therefore an important tourist attraction of the region. In valuation campaign were collected copies
of Sandfly that can be transmitters of the parasite that causes leishmaniasis. The specimens collected were
identified by optical microscopy using keys, as being of the species Lutzomyia renei. The DNA samples
extracted from the female sandfly were used to determine the presence of Leishmania DNA. For this, were
used the PCR technique addressed to ITS1 of the rDNA of Leishmania. All samples were negative for the
presence of the parasite, but the monitoring of the cavity is of fundamental importance since studies have
reported the presence of Leishmania (Viannia) guyanensis DNA in specimens from endemic area for
leishmaniasis integumentary.

Keywords: caves; Ballet cave; Phlebotominae; integumentary leishmaniasis.

1.INTRODUQAO A caverna, em  calcario, possui

A Gruta do Ballet (UTM 7840270 599030) ~aProximadamente 150 metros de desenvolvimento e
esta localizada a cerca de 40 km ao norte de Belo ~ PAMEIS de arte rupest[e pre—_hlstorlca_ localizados na
Horizonte, na cidade de Matozinhos, Minas Gerais entrada. As pinturas sao muito pecu I|_ares, fofrf‘a.”do
na Area de Protecdo Ambiental "C,arste de Lagoa; um grupo especial com caracteristicas ESt.'I.'St'CaS
Santa", importante area arqueoldgica, espeleoldgica proprias, representando ant_rop_or'norfos femininos e
e paleontolégica no Brasil, abrigando um grande masculinos com todos os individuos olhando para

namero de sitios onde foram estudados os vestigios fora da cavidade.

do homem de "Lagoa Santa". A cavidade esta A caverna esta dentro da propriedade da
inserida em um conjunto Cérstico de beleza cénica  mineradora CRH (Antiga Lafarge) que por
além de ser de grande importancia arqueolégica.  exigéncia dos érgdos ambientais, investiu na
Localiza-se a 1 km aproximadamente do Abrigo de  criagdo, em sua propriedade, de uma RPPN Reserva
Pocbes, 500 metros a direita de Chapéu, e a 4,5 km  Particular do Patrimbnio Natural, e em projetos
a nordeste de Matozinhos, em um rochedo calcario  ambientais, entre eles a conservagao e adequacéo da
onde domina do alto, um riacho e uma depressdo  Gruta do Ballet a visitacio (DAVID, 2003).
também de formac&o calcaria. Atualmente a area se encontra protegida e sdo
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realizadas visitas guiadas por funcionarios

habilitados a cavidade.

NN
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Figura 2: Bloco rochoso com o desenho de um Unico
antropomorfo evidenciando uma possivel cena de parto.

Durante a realizacdo de trabalho de
licenciamento ambiental onde foi realizada a
valoracdo da cavidade foram coletados exemplares
de flebotomineos que sdo conhecidos como
possiveis transmissores de Leishmaniose visceral.
Portanto a identificacdo de possiveis vetores da
Leishmaniose e a presenca ou ndo do parasito torna-
se fundamental para a manutencdo da visitacdo a
cavidade.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve o objetivo de
identificar os exemplares de flebotomineos
coletados no trabalho de valoracdo da Gruta do
Ballet, assim como verificar por meio de
identificagdo molecular a possivel presenca do
parasito causador da leishmaniose visceral nos
exemplares avaliados.

3. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, é
uma doenca crénica grave, causada por espécies de
Leishmania, pertecentes ao complexo Leishmania
(Leishmania) donovani. No Brasil, o agente
etiologico  Leishmania (Leishmania) chagasi
(CUNHA & CHAGAS, 1937), é transmitido ao
homem através da picada de fémeas da espécie L.
(L.) longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912).
(MICHALSKY et al, 2011)

A leishmaniose  visceral encontra-se
atualmente entre as sete endemias consideradas
prioritarias no Mundo. Nos ultimos anos, a doenca
vem se tornando um importante problema de satde
publica, estando amplamente distribuida nos quatro
continentes, principalmente em regides tropicais e
subtropicais da Asia e Oriente Médio, sul da
Europa, norte da Africa, América do Sul e Central.
Nas Américas, a LV ocorre desde o México até a
Argentina, sendo que cerca de 97% dos casos
humanos descritos sdo procedentes do Brasil
(MICHALSKY et al, 2011).

Dessa forma, em fungdo da identificacdo de
possiveis vetores da doenca e da importancia da
Gruta do Ballet como local de visitagdo turistica fez-
se necessario a realizacdo do presente estudo.

4. METODOLOGIA

Coletas dos exemplares de flebotomineos
foram realizadas com a autorizacdo do Instituto
Estadual de Florestas do Estado de Minas Gerais,
através das autorizacoes para
captura/coleta/transporte  de animais  silvestres
nameros 013/2014/GPFAF/MG de 24 de abril de
2014; 007/2014/MG de 28 de julho de 2015 e
007/2014/MG de 23 de outubro de 2015. Os
organismos coletados foram enviados ao Grupo de
Estudos em Leishmanioses do Centro Pesquisas
René Rachou para identificacdo e verificagdo da
possivel presenca do parasito.

4.1 Montagem e Identificacdo dos flebotomineos

A montagem das fémeas de flebotomineos
foi realizada utilizando-se liquido de Berlese
(LANGERON, 1949, modificado), que possibilita o
exame das estruturas internas com maior nitidez,
devido a sua menor refringéncia. Foi utilizada como
carater taxondmico na identificacdo especifica das
fémeas, a visualizagdo da espermateca e do cibario,
mantendo no momento da disseccéo, a parte ventral
da cabeca voltada para cima. O restante do corpo,
contendo o toérax e o restante do abddémen foi

www.cavernas.org.br

701

sbe@cavernas.org.br



http://www.cavernas.org.br/
mailto:sbe@cavernas.org.br

G‘,",D

Brasileiro

35| Congrisso b

ANAIS do 35° Congresso Brasileiro de Espeleologia
Bonito/MS, 19-22 de junho de 2019 — Sociedade Brasileira de Espeleologia

acondicionado em tubo eppendorf 1,5 mL a seco,
mantido a -20°C até a realizacdo da extragdo de
DNA.

A identificacdo especifica dos
flebotomineos realizada com a observacdo por
microscopia Gtica de caracteres morfol6gicos
internos e externos, seguindo as chaves e a
classificacdo proposta por Galati (2003). A
abreviacdo do nome das espécies neste estudo segue
a proposta de Marcondes (2007).

4.2 Extracdo de DNA das fémeas capturadas

A extracdo foi realizada utilizando Kit de
Extracdo de tecido e células Gentra Puregene® da
QIAGEN seguindo o seguinte protocolo modificado
por Quaresma et al., (2011): as fémeas de
flebotomineos foram maceradas em 100ulL de
solucdo de lise celular e a mistura foi adicionado 1
pL de proteinase K. A solugdo foi homogeneizada
por inversdo do tubo e incubada a 55° C overnight.
Apos o periodo de incubac@o, foi adicionado 1pL de
RNAse a solucdo, que foi homogeneizada por
inversdo e incubada a 37° C por trinta minutos.
Posteriormente as amostras foram incubadas por trés
minutos no gelo e adicionados 100uL de solugdo de
precipitacdo de proteinas. Os tubos foram
vortexados por 20 segundos a alta velocidade
seguido de centrifugacdo por cinco minutos a 12000
X g (14000 rpm), e a fase aquosa transferida para um
tubo novo. Adicionou-se 300ul de isopropanol
vertendo cuidadosamente por inversdo a amostra
remanescente, seguida de outra centrifugacdo por
cinco minutos a 12000 x g (14000 rpm).

Apls este passo, 0 sobrenadante foi
descartado e o tubo secado invertido contra um
papel absorvente. Adiciona-se etanol 70% ao tubo ja
seco e inverté-lo varias vezes seguido de outra
centrifugacdo a 12000 x g (14000 rpm) por cinco
minutos. Por fim o sobrenadante foi descartado e o
tubo deve permanecer invertido contra um papel
absorvente para secar até ndo sobrar nenhum
resquicio de &lcool. Ao final, adicionou-se 25uL de
solucdo de hidratacdo de DNA. As amostras foram
incubadas a 65° por uma hora e posteriormente
deixadas a temperatura ambiente overnight, sendo
estocadas ao final a temperatura de -20°C.

Apos a extracdo foi realizada a dosagem de
moléculas de DNA em amostras sorteadas
aleatoriamente, verificando a presenca,
concentracgdo e qualidade do material extraido. Para

ajustado para 260 e 280 nanbmetros, faixa em que
os acidos nucléicos sdo detectados. A razdo da
absorbancia de 260nm/280nm ¢é utilizada para
avaliar a pureza do material extraido, sendo
considerados aceitaveis valores entre 1,4 de 1,8.
Valores menores que a margem pode indicar a

presenca de proteinas, fenol ou outros
contaminantes provenientes do processo de
extragao.

4.3 PCR dirigida ao Internal Transcribed Spacer |
(ITS 1) do rDNA

As amostras de DNA extraidas das fémeas
de flebotomineos foram utilizadas para determinar a
presenca de DNA de Leishmania. Para isto, foi
realizada a técnica PCR dirigida ao ITS1 do rDNA
de Leishmania (EL TAI et al., 2000), que amplifica
um fragmento de aproximadamente 300 a 350 pares
de bases (SCHONIAN et al, 2003). Para a
amplificacdo das amostras foi utilizado o par de
iniciadores LITSR: 5" CTGGATCATTTTCCGATG
3 e L5.8S:5 TGATACCACTTATCGCACTT 3.

] ITS 1 | ITS 2 v
185 rDNA l 5.88 ! 28S rDNA
- «——
Oligonucleotideo Oligonucleotideo
Iniciador |l 1 Iniciador
s Regiio do ITS 154

Figura 3: Regido do rDNA com o espaco interno
transcrito ITS1e ITS2.

A reacdo foi preparada para um volume
final de 25uL contendo Sul. de DNA da amostra a
ser testada, 2,5 pL da solu¢do tampao 10x, 0,75 puL
de MgCl, (50mM), 0,5 uL de ANTP mix a 10mM,
1,25 puL de cada um dos iniciadores (LITSR e
L5.8R) a 10uM, 0,25 pL de Taq DNA polimerase a
10U/ pL, 1,25 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e
12,25 uL de H2O destilada estéril.

A amplificacdo foi processada em aparelho
termociclador automatico Eppendorf® Mastercycler
Gradient, utilizando o seguinte ciclo: desnaturacdo
inicial a 95°C por dois minutos, seguido de 35
repeti¢Oes de: desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 53°C por 60 segundos e extensdo a
72°C por 60 segundos. A extensdo final foi a 72°C
por dez minutos. Em todas as reacdes foi utilizado
controle positivo com 5 nanogramas de DNA

este procedimento foi utilizado o espectrofotometro ~ €xtraido de  cepas referéncia de Leishmania

de microvolume Nanodrop®-1000. Conforme ~ &mazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. bra_ulllensm

recomendacdes do fabricante o espectro de luz 6 (MHOM/BR/75/M2903), L. Infantum
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(MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147), e como controle negativo
foi utilizado agua destilada estéril como “template”.

Os resultados foram visualizados em gel de agarose
2,0% corados com brometo de etidio e examinados
em exposicdo a luz ultravioleta (UV), sendo
consideradas  positivas as  amostras  que
apresentaram  banda de peso  molecular
correspondente ao esperado, 300-350pb, utilizando
0 peso molecular (PM) de 100pb.

PM100 1 2 3 4 s 6

1
‘.

e

:
g

20 1

2l 2

Amostras:

PM 100 - peso molecular de 100 pares de base
1 - controle positivo (L. braziliensis)
2-F117/03/15

3-F217/03/15

4-F317/03/15

5-F417/03/15

6~F517/03/15

7-F617/03/15

8~F717/03/15

9~ F817/03/15

22

10~F9 17/03/15
11-F10 17/03/15
12 - F104/09/14
13-F2 04/09/14
14~ F3 04/09/14
15 - controle positivo (L. braziliensis)
16~ F4 04/09/14
17-F504/05/14
18- F604/09/14
19~ F7 04/09/14
20-F804/09/14

3. RESULTADOS

Um total de vinte e uma fémeas de
flebotomineos pertencentes a espécie Lutzomyia
renei foram identificadas seguindo a metodologia
descrita anteriormente. Nenhuma amostra submetida
a analise molecular através da PCR dirigida ao ITS1
apresentou resultado positivo (Figura 1), podendo
concluir que estes insetos ndo apresentavam
infeccdo com parasitos do género Leishmania.

23 24

21-F904/09/14
22~F1004/09/14
23-F1104/09/14

24 - controle negativo

Figura 3: Resultados visualizados em gel de agarose 2,0% corados com brometo de etidio e examinados em exposic¢ao
a luz ultravioleta (UV).

Apesar de L. renei ndo apresentar
importancia vetorial comprovada na transmissédo de
Leishmania, Rego et al, (2015) em estudo
conduzido na regido norte do estado de Minas
Gerais, relatou a presenga de DNA de Leishmania
(Viannia) guyanensis em exemplares provenientes
de area endémica para leishmaniose tegumentar.

4. CONCLUSOES

Os estudos realizados ndo identificaram a
presenca do parasito da leishmaniose nos
exemplares coletados, sendo que a espécie de

flebotomineo identificada ndo possui importancia
vetorial comprovada na transmissdo do parasito.
Apesar do resultado obtido sugere-se que sejam
realizadas periodicamente a coleta e identificagdo de
exemplares do mosquito para gue seja mantida a
seguranca dos que visitam a Gruta do Ballet.
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