Observagoes preliminares sobre a transmissio
de oncocercose no rio Toototobi, Amazonas, Brasil

Resumo

Em dezembro de 1975 os autores estudaram
vdrios fatores que influenciam a transmissio de
Onchocerca volvulus ao norte do Amazonas, no rio
Toototobi. Observaram que a densidade de micro-
fildrias de O. volvulus era maior no tronec do que
nos membros de dois indios Yanomama examina-
dos. Foram capturados trés espécies antropdfilas
de Simuliidae, proviscriamente denominados Simu.
lium sp. A, Ssp.Be Ssp.C. A primeira espécie
foi coletada em grande niimero no comeco da tarde,
atacando o homem. O encontro de larvas salsi-
chéides em espécimes naturalmente infetados e o
sucesso da infeccio experimental de espécimes sel-
vagens com microfildrias de O. volvulus que desen-
volveram até o final do estdgio salsichdide, suge-
rem Jue o provdvel vetor de oncocercose nesta drea
€ o Simulium sp. A,

INTRODUCAO

Bearsoti et al. (1967) foram os primeiros
a assinalar a presenca de oncocercose no Bra-
sil. Mais tarde, Moraes & Dias (1972), Moraes
et al. (1973), e Moraes & Chaves (1974a, b)
demonstraram a existéncia desta doenca, prin-
cipalmente entre os indios Yanomama, no nor-
te do Brasil. Rassi (1974) e Rassi et al. (1975)
referem-se 3 observacdo de uma nova espécie
vetora, Simulium amazonicum, naturalmente
infetada por O. volvulus 3s margens do rio
Toototobi, no Amazonas.

Em dezembro de 1975 os autores fizeram
uma viagem de dez dias a missdo Toototobi,
realizando investigacdes preliminares sobre a
distribuicdo de microfildrias de O. volvulus no
corpo humano. Também foram feitas coletas
de simulideos antropéfilos para estudar seus
habitos e testar seu desempenho como veto-
res em potencial de oncocercose.
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MATERIAL E METODOS

Foi feita bidpsia de pele dos ombros e
nadegas de sete indios; o material foi tratado
segundo a técnica de Duke (1962), e as lami-
nas coradas com hematoxilina de Mayer. Por
falta de condigdes ndo foi possivel proceder a
pesagem dos fragmentos de pele. Dois des-
tes indios, Roberto e Raimundo, ambos com
cerca de 40 anos, foram selecionados para os
experimentos de distribuicio de microflarias
de O. volvulus na pele, por apresentarem na
amostra as maiores densidades destas micro-
filirias. Estes indios nao apresentaram micro-
fildrias de Mansonella sp. nas biépsias de pe-
le, nem em esfregacos de sangue periférico.
Procedeu-se a avaliacio da distribuicio das
microfilérias na pele dos voluntarios pela reti-
rada de fragmentos de tamanhos aproximada-
mente iguais do pescoco, parte superior e in-
ferior das costas, nédegas, peito, abdome,
antebracos, bragos, coxas e pés de Raimundo.
Também foi aplicada em ambos a técnica de
Leon & Duke (1966), que utiliza a ingestdo de
microfilarias por simulideos. As coletas de
simulideos foram realizadas na varanda de
uma casa entre 16,00 e 18,00 horas, hora local,
usando-se Roberto como isca durante dois dias
consecutivos, e Raimundo um dia apenas. As
fémeas, quando repletas, eram coletadas em
frascos e mortas com fumaca de tahaco. O
estdmago era dissecado e feito esfregaco do
repasto sanguineo que, apés desemoglobiniza-
¢éo, era corado com hematoxilina de Mayer.
Procedia-se entdo a identificacdo e a contagem
das microfilarias nas preparacdes.

Para tentar determinar a identidade do
vetor de oncocercose no Toototobi foram cole-
tadas fémeas de simulideos entre 16,00 e 18,00
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horas, usando-se Roberto e Raimundo como is-
cas durante quatro dias seguidos. As fémeas
repletas coletadas das diferentes partes do
corpo da isca eram guardadas individualmen-
te em tubos de vidro de 5x1 cm com fundo
e boca cobertos respectivamente com discos
de papel de filtro e gaze fina. Uma tira estrei-
ta de papel de filtro era colocada em posiGao
vertical em cada tubo para servir de repouso
aos simulideos.

Todos os tubos foram guardados inicial-
mente em um dessecador no qual uma solugao
saturada de sulfato de amédnio mantinha a umi-
dade cerca de 80%. Entretanto a temperatura
variou entre 20 e 32°C, causando condensacao
nos tubos e provocando uma alta taxa de mor-
talidade entre os insetos. Nos trés dias sub-
seqiientes os tubos foram colocados em uma
caixa de isopor contendo papel molhado, ob-
tendo-se assim um ambiente com temperatura
entre 19 e 20°C e umidade relativa maior que
85% . Um dia ap6s o repasto infectante foram
feitas tentativas para que os dipteros aceitas-
sem novas refeicoes sanguineas, apesar de
ter sido colocado na boca de cada tubo um
algoddo embebido em solugdo agucarada @
10% ou papa de banana. De 12 em 12 horas
examinava-se os tubos e todo inseto encontra-
do morto era conservado em dlcool a 70%, os
vivos eram transferidos para tubos limpos e
novamente tentado o processo de alimenta-
cdo. No laboratério os insetos preservados
eram deixados em &gua durante um dia e em
seguida cada espécime colocado em uma lé&-
mina e dividido em cabeca, térax e abdome.
Preparados esfregagos com 0O contetdo do
abdome apds dissecacéo. Quando presente,
geralmente era possivel macerar o sangue em
agua com agulhas finas de disseccdo. O te-
gumento abdominal era espalhado uniforme-
mente na lamina perto do contetdo do esto-
mago & a preparacéo deixada secar ao ar. Ca-
beca e térax, ligeiramente quebrados para ex-
por a musculatura, eram colocados em outra
lamina. Foi posta uma gota de hematoxilina
de Mayer sobre cada porcao do corpo do inse-
to durante 30 a 45 minutos, € pecas transferi-
das em seguida para a agua. Cabeca e torax
foram dissecados separadamente em uma go-
ta de glicerina e depois montades. A lamina
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com o esfregaco de sangue e a parede abdo-
minal foi também montada em glicerina. A pro-
cura de parasitas foi feita com 200x aumento.

Durante trés dias consecutivos observou-
se a incidéncia de picadas dos simulideos,
usando-se um indio como isca. Ele permane-
cia de pé durante todo o dia na varanda da
casa, com pequenos intervalos de descanso.
As coletas realizadas por dois coletores co-
mecaram ao alvorecer (06,00 horas) prclongan-
do-se até um pouco depois do anoitecer (19,00
horas), registrando-se sempre a hora em que
os insetos eram coletados. Os simulideos
capturados foram sacrificados e conservados
em alcool para serem examinados mais tarde.
Temperatura, umidade relativa, chuva e nebu-
losidade eram registrados de hora em hora
durante estas observagbes. Mais tarde no la-
boratério, foram feitas dissecgdes a4 procura
de infecgdo com O. volvulus, como descrito
acima.

RESULTADOS

Trés espécies de simulideos foram captu-
rados enquanto picavam isca humana. Como
nao foi possivel ainda uma identificacdo defi-
nitiva os insetos capturados serao referides
como Simulium sp. A, sp. B, e sp. C., sendo a
primeira espécie encontrada em grande quanti-
dade.

DISTRIBUIGAO DE MICROFILARIAS NA PELE

No quadro | s@o apresentados os nume-
ros de microfilarias de O. volvulus em bidpsias
de pele de varias partes do corpo de Raimun-
do. No quadro Il estao o0s resultados das dis-
secacoes de Simulium sp. A. repletas, coleta-
das uma vez em Raimundo e duas vezes em
Roberto. Os insetos n@o atacaram O pescogo
e os pés. Na andlise dos resultados nao foi
feita distingdo entre as metades direita e es-
querda das diferentes regides do corpo, com-
binando-se os resultados dos dipteros coleta-
dos no peito e abdome, e nas partes superior
e inferior das costas, devido ao namero de
espécimes coletado. Foi calculada para cada
regiao do corpo a média geomeétrica [MG] se-

Shelley et al.



gundo Williams (Leon & Duke, 1966) de mi-
crofildrias de O. volvulus. Quando houve 5
mosquitos coletados em uma determinada 4rea
do corpo, ndo foi calculada a média geométri-
ca, sendo apresentado no quadro o nimero de
microfildrias encontradas em cada mosquito.
Os resultados acima mostram que em ambos
os indios as microfilarias de O. volvulys esta-
vam em maior densidade no tronco que nos
membros.

QUADRO 1
Distribuicdo de microfilirias- de O. volvulus nas
diferentes areas do corpo de Raimundo

Areas do corpo Biopsias Microfildrias
Pescogo i 1 77
Costas | 5 37, 111, 20, 8, 88
Nadegas l 2 1, 1
Peito | 2 52, 19
Ventre ' 2 96, 2
Bragos J 4 64, 1, 16, 25
Antebracos 4 20, 6, 15, 0
Coxas 4 612
Pernas [ 3 25 3,5

QUADRO II
Microfilarias de O. volvulus ingeridas por
Simulium sp.A em diferentes regiges do corpo

Microfildries ingeridas
N.? de
Local de picada insetos
dissecados e (M )
(Variagdo} G

ROBERTO
Costas 22 0-201 58.2
Nédegas 7 12-156 58.4
Coxas 7 7-129 30.0
Bracgos 20 2-450 28.8
Antebragos 2 — 21,230 °
Pernas 2 — 09*
Peito 2 e 05*
RAIMUNDO
Costas 22 4-372 56.3
Nédegas 3 - 1,19,26 °
Coxas 13 0-120 8.6
Bragos 9 3171 246
Antebracos 1 — 76"
Pernas 2 e 6,24 "
Peito 3 — 38,57,511 *

(*) Contagem direta.
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INDICE DE INFECGAO EXPERIMENTAL

Os resultados da infecgéo experimental
de Simulium sp. A. alimentados em portado-
res de O. volvulus estdo no quadro Ill. Os in-
setos ndo sobreviveram mais do quc 84 ho-
ras, morrendo a maioria 36 horas apoés o re-
pasto infetante. Todos os exemplares recu-
saram outra refeicdo sanguinea e aparente-
mente ndo se alimentaram da solugdo acuce-
rada ou da papa de banana. Um grande nlme-
ro de microfilarias era facilmente evidenciado
no contetdo estomacal dos mosquitos miortos
até 36 horas ap6s o repasto. Muitas destas
microfilarias estavam quebradas, provavelmen-
te devido a agéo dos fortes dentes dc cibario
e da maceracdo do sangue no processo de pre-
parac@o. As microfildrias encontradas no con-
telido estomacal geralmente coram-se mal.

Dos 241 dipteros originalmente infetados,
18,2% (44) apresentavam microfilarias ou lar-
vas salsichéides nos mdsculos toracicos . Ape-
nas 3 mosquitos apresentaram dois astagios
larvarios nos mdsculos, mas morreram 24 ho-
ras ap0s o repasto infectante. Do ndmero to-
tal de exemplares dissecados, 24.1% (58) apre-
sentaram microfilarias livres no térax. O ma-
ximo de microfildrias e larvas salsichéides en-
contradas nos musculos de um s6 exemplar
foi de 8 e 9, respectivamente. Apenas uma lar-
va salsichéide com intestino em desenvolvi-
mento foi encontrada nos musculos de um
exemplar que morreu 60 horas apds a infecgao.
No transcurso das primeiras 24 horas apds o
repasto infetante foi grande o nimern de in-
setos encontrados com microfildrias no con-
teldo estomacal (quadro 11). Em 36 horas hou-
ve um decréscimo consideravel destas formas
e depois de 48 horas tornaram-se progressiva-
mente mais raras até ndo serem mais detects-
veis no contelido estomacal.

No quadro IV estdo langados os nlmeros
de dipteros positivos tanto para microfilédrias
como para larvas salsichéides na musculatu-
ra tordcica em relagdo & ingestdo tedrica de
microfilérias pelos insetos que morreram até
24 horas apds a ingestdo de sangue infectan-
te, antes que pudesse ocorrer a digestédo e
excrecdo de microfilarias. A ingestdc inicial
€ calculada pela soma dos parasitos em qual-
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QUADRD III

Infeccio experimental de Simulium sp. A. com microfilarias de O. volvulus

| | |
| ) } ianetoalcl latvasy| Insetosicom mfs
Horas apds Insetos Insetos com Incetcs com Inszts com mfs salsichoides | e _I‘"‘_’,"s
infeccdo dissecados mfs hro mfs livre no nos miisculos nes musculos || salsichides
| abdemen (%) torax (%) tordcicos (%" tordcizos (%) | . BOS. '_““5‘“|°5
| | toracicos '
| |
12 horas 90 . 72(80) ‘ 25(27.8) 10(11.1) ‘ 7(7.8) 14(15.5)
24 horas 32 30(93.7) 9(28.1) 2(6.2) 4(12.5) 6(18.7)
36 horas k 67 46(68.7) 21(31.3) 3(4.5) 8(11.9) 11(16.4)
48 horas 31 9(29.0) 0(0) 4(12.9) 4(12.9)
60 horas l 16 2(12.5) : 0(0) . 4(25.0) 4(25.0)
72 horas | 3 0(0) 1 0(0) 0(0) 0(0)
84 hores ; 2 0(0) l 0(0) 2(100.0) 2(100.0)
l ,
TOTAIS 1 241 159(65.9) 58(24.1) 15(6.2) 29(12.0) A44(18.2)

quer estagio encontrado por dipteros. Nos ca-
sos em que teoricamente era ingerida uma
cuantidade menor gque 20 microfilarias somen-
te uma pequena percentagem apresentou in-
vasdo dos musculos toracicos. Nos casos de
maiores quantidades ingeridas a invasao era
significativamente maior.

Dos simulideos coletados entre 16,00 e
18,00 horas nos dias 16 e 18/12/75 para as
chservactes sobre a incidéncia de ataque, 278

QUADRO 1V

Iuvasio dos musculgs tordcicos de Simulium sp. A
por microfilirias de O. volyulus em reiacio ao
nimero de microfilarias ingeridas

\
i Insetos com % de insetos
Ingestéo | Insetos mfs ou larvas com mfs
inicial de | dissecodos salsichbides cu larvas
mfs ‘ nos misculos salsichéides
|
i
0-10 i 63 4 6.3
11-20 1‘ 18 1 5D
21-30 | 11 3 27.3
31-40 1 9 3 33.3
41-50 4 2 50.0
51-60 | 6 2 33.3
Acima de 61 | 11 5 45.5
|
Totais % 122 ‘ 20 1 16.4
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deles foram dissscados para a procura de fi-

larias, encontrando-se apenas um entre eles

com larva salsichéide. A diferenca entre a in-

feccdo experimental (18,2%) e a infeccado na-

tural (0.4%) foi significante (*—50,P = 0.1,
- | e

podendo-se concluir que as microfilarias e
larvas salsichoides encontradas na muscula-
tura toracica dos dipteros experimentalmente
infetados foram conseqiiéncia do repasto san-
guineo.

INCIDENCIA DE ATAQUE

Durante os trés dias de coletas, foram
capturadas 2852 espécimes de Simulium sp. A,
trés de sp. B e 1 de sp. C atacando o homem.
Apenas Simulium sp. A foi coletado em nG-
mero suficiente para se poder avaliar a inci-
déncia de atague. Como o padr@o de picada
foi o mesmo, reuniram-se os dados obtidos nos
trés dias de coletas (quadro V). Cada resul-
tado de captura de meia hora foi expresso pe-
la média de Williams (M ) e em percentagem
do total de coletas diérias. Os resultados so-
bre incidéncia de atague s@o apreseniados na
fig. 1. O ataque comegou entre 06,30 e 07,00
horas de manhd e gradualmente foi aumen-
tando-até formar um pico entre 10,00 e 10,30
horas havendo uma estabilizag&o dos ataques
até as 13,00 horas. Depois desta hora houve
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Fig. 1 — Atividade hematdiaga (biting cycle) de Simulium sp. A em Toototobi.

uma grande ativacdo das picadas, sendo o mé-
ximo atingido as 15,30 horas. O ataque conti-
nuou intenso até as 17,00 horas, decrescendo
rapidamente depois e cessando um pouco an-
tes das 18,30 horas. '

Durante os trés dias de coletas, as ma-
nhas apresentavam-se com grande nzbulosi-
dade, que foi diminuindo até ao meio dia, quan-
do o céu apresentava nuvens - esparsas. Em
dois dias ocorreram leves pancadas de chuvas
por periodos curtos, aparentemente sem efei-
tos sobre a incidéncia de ataque.

DISCUSSAQ

Diante dos dados obtidos pode-se ter ape-
nas uma idéia aproximada da distribuicdo de
microfilarias de O. volvulus nos dois indios
Yanomama.

Aplicando-se a técnica de Leon & Duke
(1966), ou seja, deixando o Simulium sp. A
picar diferentes dareas do corpo, observou-se
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uma grande variagdc no nimero de microfila-
rias ingeridas por inseto, devido provavelmen-
te, a grande dispersdo de picadas em uma de-
terminada drea corporea. Pode ser explicada
do mesmo modo a grande variacdo do numero
de parasitos encontrados nas biopsias de pele,
mesmo levando em consideracéo o fato dos
fragmentos de pele ndo terem sido pesados.
Usando-se os dois métodos para a avaliagé@o
da densidade de microfildrias na mesma re-
gido do corpo do mesmo indio, quase sempre
o numero de larvas obtidas foi maior no
Simulium sp-A do que nas bidpsias de pele.
E possivel que, ao se alimentar, esta espécie
exerca algum efeito sobre a concentragao de
microfilarias da pele do hospedeiro, como as-
sinalaram Leon & Duke (1966) nos simulideos
guatemaltecos. Diante desta interacéo entre

simulideos e microfilarias, este seria o méto-

dos de escolha na deteccdo de infeccdes de
baixa densidade, em " lugar da - tradicional
bidpsia de pele.. . : T
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QUADRO Vv

Frequéncias de picadas em homem por Simulium sp. A no rio Toototobi

l INSETOS COLETADOS
HORA LOCAL ! ILS:%S “5 L Mc
i 16/12475 17 /12775 18/12/75 COLETADOS
|
06,30 0 0 0 1] —_ =
07,00 7 0 2 9 1.9 0.2
07,30 7 1 5 13 3.6 0.4
08,00 15 4 6 25 7.2 0.8
08,30 26 2 9 37 8.3 1.0
09,00 16 7 13 36 11.4 1.3
09,30 22 13 10 45 14.7 P
10,00 38 11 16 65 18.8 2.2
10,30 46 26 34 106 34.4 4.0
11,00 19 18 12 49 16.0 1.9
11,30 16 9 60 85 21.6 2.5
12,00 26 13 25 64 20.4 2.4
12,30 36 19 14 69 21.3 2.5
13,00 34 6 26 66 17.8 P
13,30 34 23 29 86 28.3 3.3
14,00 60 30 89 179 54.4 6.3
14,30 108 53 56 217 68.5 8.0
15,00 126 95 65 286 92.0 10.7
15,30 169 98 68 335 104.1 12.2
16,00 219 73 47 339 91.0 10.6
16,30 149 S0 53 292 89.3 10.4
17,00 113 107 34 254 74.3 8.7
17,30 59 49 13 121 33.8 3.9
18,00 26 22 12 60 19.0 2.2
18,30 9 3 2 14 3.9 0.5
19,00 0 0 0 0 — he
TOTAIS 1380 772 700 2852 8562 99.8

Rassi et al. (1975), apés seus estudos em
maio e junho de 1974 apontam o S. amazonicum
Goeldi, 1905, como o vetor de O. volvulus na
regido do Toototobi. Consideremos esta afir-
mativa prematura se baseada nas provas apre-
sentadas. Em primeiro lugar, nio estamos to-
talmaente convencidos de que a identificacéo
dos insetos feita por eles esteja correta. A
descrigdo das fémeas de S, amazonicum da-
das por Rassi (1974) corresponde em todos os
detalhes as fémeas de Simulium sp. A encon-
tradas em nosso levantamento. Muito embo-
ra a genitalia feminina do Simulium sp. A se-
ja semelhante & do S. amazonicum descritas
do cotipo por Smart (1942), o desenho do es-
cudo figurado por Porto (1939) e confirmado
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por Smart (1942) como sendo de S. amazo-.
nicum difere do Simulium sp. A. Como cons-
tatamos que o escudo de Simulium sp. A é
muito semelhante ao de S. haematopotum
Malloch 1914, e a genitalia femininina difere
desta espécie, preferimos chamar de Simulium
sp. A a espécie antropéfila mais comum no
rio Toototobi, até que possamos examinar um
cotipo de S. amazonicum Goeldi, 1905. Em se-
gundo lugar, Rassi et al. (1975) pressupéem
que as larvas salsichéides por eles obtidas
de 7 dos 922 “S. amazonicum” capturados no
Toototobi eram de O. volvulus, desde que de-
monstraram que nao existe M. ozzardi na &rea.
Os macacos da regido amazonica e quase cer-
tamente os de Toototobi sdo encontrados co-
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mumente com microfilarias no sangue e, CO-
mo ainda ndo foram realizados estudos sobre
as preferéncias alimentares de Simulium sp. A
no Toototobi, ndo se pode garantir que a es-
pécie seja apenas antropéfila ou também ve-
tora de filarias de macacos. Ao que sabemos
nao ha uma técnica apropriada para se fazer
a distingdo com seguranca das larvas salsi-
chéides das diferentes espécies de filéarias.

Diante dos cados obtidos fica bem eviden-
ciado que, ao se alimentar, o Simulium sp. A
ingere imediatamente as microfilarias de O.
volvulus e é suscetivel & penetragdo destas
microfilarias na musculatura toracica, seguin-
do-se o desenvolvimento do parasito até o es-
tagio salsichéide, 48 horas apés o repasto
sanguineo infectante. Este fato, associado ao
grande nimero de Simulium sp. A picando o
homem em Toototobi, sugere que esta espécie
¢ um possivel vetor de oncocercose. Contu-
do, seu desempenho como vetor s6 poderé ser
confirmado quando fémeas da Simulium sp. A
forem encontradas naturalmente albergando
larvas infectantes de O. volvulus e quando es-
ta forma do parasito for obtida de simulideos
experimentalmente infetados. Notou-se que
era maior a probabilidade de invasdo do totax
de Simulium sp. A quando havia ingestdo de
mais de 20 microfilarias de O. volvulus, embo-
ra nao se pudesse determinar o efeito de uma
ingestdo macica sobre a longevidade dos si-
mulideos. Achado semelhante foi feito por
Leon & Duke (1966) com S. ochraceum, o ve-
tor mais eficiente de oncocercose na Guate-
mala. Para avaliar a ingestio tedrica de micro-
filarias pelo vetor, Leon & Duke usaram a me-
dia geométrica de microfilarias na area cor-
pérea onde os insetos estavam se alimentan-
do. N&o pudemos efetuar a avaliagdo usando
o mesmo método devido & grande variagéo do
nimero de microfildrias em uma determinada
area de pele, substituindo-a pela contagem di-
reta dos parasitos em cada inseto, consideran-
do que todas as larvas salsichdides origina-
ram-se das microfilarias sugadas durante o
repasto sanguineo. Tal determinacao de in-
gestdao de microfilarias é apenas aproximada,
tanto pelos dificuldades de obtencdo de ma-
cerados homogéneos de sangue retirado do
estdbmago de espécimes preservados em al-
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cool, quanto pelas possiveis perdas naturais
por excregdo. Numa amostra pequena como
esta, é provavel que a contagem direta forne-
¢a dados mais exatos do que os obtidos pela
média de microfilarias por area de pele.
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Summary

Preliminary studies on various factors influ-
encing the transmission of onchocerciasis were
made in December 1975 on the river Toototobi in
northern Amazonas. Microfilariae of O. volvulus
were more abundant in the trunk than in the limbs
of two Yanomama indian volunteers. Three
anthrophilic species of Simuliidae were captured
and have been temporarily nemaed as Simulium
sp.A., sp.B, sp.C. until a definitive identification
is made. Only the former species was abundant
biting mainly in the early afternoon. The finding of
sausage larva in a naturally infected fly and the
successful experimental infection of wild flies with
microfilarine of 0. volvulus, which subsequently
developed to the late sausage stage, suggest that
Simulium sp.A is a probable vector of onchocer-
ciasis in the area.
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