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Resumo

O conhecimento dos reservatorios de Leishmania spp. € crucial para o
estabelecimento de medidas eficientes de controle das leishmanioses. A deteccéao,
identificacdo da espécie de Leishmania bem como a quantificacdo da carga
parasitaria em diferentes amostras de animais podem ser ferramentas Uteis na
indicacdo da participacdo de um determinado hospedeiro como fonte de infecgéo
para os vetores. Neste trabalho foi realizado um estudo sobre a infecgdo por
Leishmania spp. em roedores e marsupiais em areas endémicas para as
leishmanioses de Minas Gerais. As amostras utilizadas foram provenientes de
pequenos mamiferos capturados em cinco localidades: Regional Nordeste de Belo
Horizonte, Municipio de Divinopolis, Terra Indigena Xakriaba no Municipio de S&o
Jodo das Missdes, Barra do Guaicui em Varzea da Palma e Casa Branca, localidade
pertencente ao Municipio de Brumadinho. A deteccdo e quantificagdo do DNA de
Leishmania foram realizadas através da Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) e
PCR em tempo real (QPCR) direcionadas ao alvo kDNA e a identificacdo da espécie
através da PCR-RFLP direcionada ao hsp70. Foram capturados animais
pertencentes a 14 diferentes espécies, das ordens Rodentia e Didelphimorfia. Os
resultados mostraram que, em geral, a maioria dos animais foi capturada em éareas
ndo urbanizadas e a maioria dos espécimes pertencem a ordem Rodentia. Dos 346
animais examinados, 78 (22%) foram positivos em pelo menos um tecido. A maior
positividade foi observada na Terra Indigena Xakriaba (35%), seguido pela Regional
Nordeste de Belo Horizonte (27%), Casa Branca (24%), Divinépolis (9%) e Barra do
Guaicui (8%). Quanto as espécies de animais, Thrichomys apereoides e Didelphis
albiventris tiveram um numero expressivo de exemplares capturados (76 e 113
respectivamente) e uma positividade considerada alta (28% e 19%). Com relacao
aos tecidos, o figado apresentou maior positividade (14%), seguido por medula
(9%), bago (6%), pele de orelha (5%) e pele de cauda (4%). Nas amostras dos
animais foram identificadas as espécies L. (V.) braziliensis, L. (L). infantum e L. (V.)
guyanensis, sendo que a primeira foi encontrada infectando um maior nimero e uma
maior diversidade de espécies de animais. Os animais capturados na Terra Indigena
Xakriaba apresentaram a carga parasitaria mais elevada, e, com relacdo as
espécies dos hospedeiros, T. apereoides foi o que apresentou a maior carga
parasitaria. Quanto aos tecidos, houve uma alta positividade em amostras de figado
enquanto as amostras de baco apresentaram uma alta carga parasitaria, 0 que
aponta para a importancia desses 6rgdos na infec¢cdo dos pequenos mamiferos por
Leishmania spp.. A pele de orelha se mostrou eficiente na deteccdo das trés
espécies de Leishmania encontradas. Os resultados obtidos, aliados ao
conhecimento epidemiolégico da area, mostraram a importancia da participacao
deste animais no ciclo de transmissdo de Leishmania nas areas endémicas
estudadas. Esses dados ressaltam a necessidade de mais estudos a respeito destas
diferentes espécies de mamiferos, possiveis reservatérios de Leishmania spp.,
visando a implementacdo de novas estratégias de vigilancia epidemioldgica e
aplicacdo de medidas de controle especificas, tanto para leishmaniose tegumentar
como para leishmaniose visceral.
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Abstract

The knowledge about the reservoir of Leishmania spp. is crucial to establish the
efficient leishmaniasis control measures. The detection, identification of the
Leishmania species and the parasite burden quantification in different clinical animal
samples can be useful tools to indicate the participation of a certain host as a source
of infection to the vectors. In this work it was done a study about the infection by
Leishmania spp. in rodents and marsupials in leishmaniasis endemic areas in Minas
Gerais. The used samples were from small mammals captured in five localities: the
Northeast Region of Belo Horizonte, the municipality of Divinépolis, the Xakriaba
Indian Reservation in the municipality of Sdo Jodo das Missdes, Barra do Guaicui in
the municipality of Varzea da Palma and Casa Branca, placed in the municipality of
Brumadinho. The detection and quantification of the Leishmania DNA was done
through the Polimerase Chain Reaction (PCR) targeted to the KDNA and the
identification of the species through the PCR-RFLP targeted to the hsp70. Animals
from 14 different species of the orders Rodentia and Didelphimorfia were captured.
The results showed that, in general, most of the animals were captured in non
urbanized areas and most of the specimens belong to the Rodentia order. From the
346 tested animals, 78 (22%) were positive in at least one tissue. The higher
positivity was observed in the Xakriabd Indian Reservation (35%), followed by the
Northeast Region of Belo Horizonte (27%), Casa Branca (24%), Divindpolis (9%) and
Barra do Guaicui (8%). Related to the animal species, Thrichomys apereoides and
Didelphis albiventris had an expressive number of captured specimens (76 and 113
respectively) and a high positivity (28% and 19%). About the tissues, the liver had the
higher positivity (14%), followed by bone marrow (9%), spleen (6%), ear skin (5%)
and tail skin (4%). In the animals samples were identified the species L. (V.)
braziliensis, L. (L). infantum and L.(V.) guyanensis, wherein the first was found
infecting a higher number and a higher diversity of animals species. The captured
animals in the Xakriaba Indian Reservation showed a more elevated parasite burden
and, related to the host species, T. apereoides showed the higher parasite burden.
About the tissues, there was a high positivity in liver samples as the spleen samples
showed a high parasite burden, which points to the importance of these organs for
the infection of small mammals by Leishmania spp. The ear skin was efficient in the
detection of the three Leishmania species found. The obtained results, allied to the
area epidemiologic knownledge, showed important participation of these animals in
the Leishmania cicle transmission in the studied endemic areas. These data show
the need of more researches about these different mammals species, possible
Leishmania reservoirs, seeking the implementation of new epidemiological
surveillance srtatetegies and the aplliance of specific control measures to the
cutaneous leishmaniasis as well to the visceral leishmaniasis.
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1.1  Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas que exibem diferentes
manifestacdes clinicas em humanos e sédo causadas por protozoarios flagelados
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (Ross, 1903). A principal forma de transmisséo é vetorial por intermédio
da picada de fémeas de flebotomineos (Psychodidae: Phlebotominae) infectadas. O
género Leishmania ¢é dividido em dois subgéneros de acordo com o
desenvolvimento no trato digestorio do vetor, entre outros aspectos: Leishmania
(Leishmania) e Leishmania (Viannia) (Lainson & Shaw, 1987). Estes parasitos
possuem reproducao clonal e ciclo digenético (heteroxénico), que acontece, parte no
inseto vetor e parte em diferentes espécies de mamiferos hospedeiros. No tubo
digestorio do vetor, o parasito pode ser encontrado sob duas formas: promastigotas
e paramastigotas, flageladas e méveis, e no vertebrado, o parasito encontra-se sob
a forma amastigota, imovel e sem flagelo aparente, intracelular e € encontrada em

células fagociticas do sistema mononuclear (Chang, 1985).

As diferentes formas clinicas humanas das leishmanioses dependem
fundamentalmente da espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro frente
a infeccdo (Saravia et al.,, 1989). As duas formas clinicas bésicas que as
leishmanioses humanas podem se apresentar séo: leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose tegumentar (LT). A LV € uma doenca sistémica, sendo que os 6rgaos
mais acometidos sdo baco, figado, linfonodos, medula dssea, ou seja, 6rgaos ricos
em fagdcitos. E uma doenca grave, cronica, de alta letalidade, cuja mortalidade pode
chegar a 90% nos casos nao tratados (Melo et al., 2004). A LT € de evolucao
cronica e possui um espectro de manifestacdes clinicas: lesbes cutaneas ulceradas
desenvolvidas no local da picada do flebotomineo (leishmaniose cutanea localizada
[LCL]); n6dulos multiplos ndo ulcerados (leishmaniose cutédnea difusa [LCD]) e
inflamacé&o mucosa destrutiva (leishmaniose mucosa [LM]) (Reithinger & Dujardin,
2007). Estas manifestacbes podem apresentar graus variados de morbidade, desde
simples lesbes a formas graves e desfigurantes, que podem ser fatais devido a

complicagBes secundarias. O espectro clinico observado nos pacientes indica a
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complexidade epidemiologica da LTA, gue esta associada a diversidade de espécies

do parasito, de seus vetores e hospedeiros vertebrados.

As leishmanioses sdo um grave problema de saude publica, sendo que o
namero de casos vem aumentando anualmente (Alvar et al., 2012). Essas doencas
estdo amplamente distribuidas por 98 paises (WHO, 2014) e sua area de
abrangéncia coincide com o mapa socioecondmico da pobreza pelo mundo (Alvar et
al., 2006). Estima-se que mais de 12 milhdes de pessoas estejam infectadas em
todo o mundo, 2 milhées de casos ocorram anualmente (500.000 relacionados a LV
e 1.500.000 a LT) e 350 milhdes de pessoas estejam em risco de infec¢cdo. Embora
estes dados sejam repetidamente citados na literatura, muito provavelmente sao
subestimados visto que muitas nacfes endémicas ndo possuem um sistema de
notificacdo compulséria. Além disso, a complexidade epidemiolégica, a ocorréncia
de casos em regides remotas e as dificuldades para o diagndéstico correto sao

obstaculos para um controle efetivo das leishmanioses (Alvar et al., 2012).

1.2 Leishmanioses no Novo Mundo

No Novo Mundo as leishmanioses séo consideradas doencas primariamente
zoongticas, de mamiferos silvestres; neste ambiente o parasito circula naturalmente
entre os mesmos. A infeccdo do homem acontece quando este entra em contato
com as areas de transmissdo, sendo considerada uma antropozoonose (Shaw,
1988; Ashrford, 1996).

A principal espécie causal da forma visceral da leishmaniose (LV) nas
Américas € a Leishmania (L.) infantum, e varias espécies do género Leishmania
foram identificadas como causadoras de leishmaniose tegumentar americana (LTA),
dentre elas, quatro do subgénero Leishmania: L. (Leishmania) amazonensis, L. (L.)
mexicana, L. (L.) pifanoi, L. (L.) venezuelensis, e nove do subgénero Viannia: L.
(Viannia) braziliensis, L. (V.) colombiensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi
(Lainson & Shaw, 1987; Lainson, 2010).

A LV ou calazar € uma grave doenca, sendo comumente fatal nos casos néo

tratados. Apresenta desenvolvimento crénico e sistémico em gue 0s parasitos tém
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tropismo pelas células do sistema fagocitario mononuclear do figado, baco, medula
0ssea e outros tecidos linféides (Murray et al., 2005; WHO, 2014).

Com a expansédo da area de abrangéncia da doenca e o aumento significativo
no numero de casos, a LV passou a ser considerada pela Organizagdo Mundial da
Saude como uma das prioridades dentre as doencas tropicais (Gontijo e Melo,
2004).

Sé&o estimados mais de 300.000 casos de LV e cerca de 20.000 mortes por
ano (WHO, 2014), sendo que nas Américas, 12 paises ja reportaram casos
autéctones, e destes, cinco notificaram em 2012 o total de 3.231 casos distribuidos
em 781 municipios, sendo Brasil o pais que concentra 96,5% (3.118) dos casos,
seguido do Paraguai 2,4% (76), Argentina 0,7% (24), Colémbia 0,3% (9) e México
0,1% (4) (OPAS 2014).

A maioria dos casos no Brasil ocorre na regido Nordeste do pais. A partir dos
anos 90, os estados Para e Tocantins (regido Norte), Mato Grosso do Sul (regido
Centro Oeste), Minas Gerais e Sao Paulo (regido Sudeste) passaram a influir de

maneira significativa nas estatisticas da LV no Brasil (Brasil, 2001).

Nas Américas, a LTA estd presente em 18 paises. No ano de 2012 foram
registrados 52.919 casos, distribuidos em 16 paises da regido, sendo que, do total
de casos, 82,6% (43.798) estdo concentrados no Brasil e nos paises da sub- regido
Andina. No Brasil a LTA é encontrada em todos os estados e a analise de sua
evolucdo mostra uma expansédo geogréfica no inicio da década de 80, quando foram
registrados casos em 19 unidades federadas, e em 2003 todos os estados
registraram autoctonia (OPAS, 2014). A transmissédo da LTA no novo mundo ainda
esta muito associada aos ambientes de matas e florestas. Contudo, com a
ocorréncia de ocupacdes humanas de forma desordenada, a transmissao vem
ocorrendo também em &reas periurbanas, e, segundo Rouquayrol e Almeida Filho
(2003), a ocorréncia da LTA, assim como de outras doencas parasitarias endémicas,
tem sido relacionada a areas de pobreza e escassos recursos humanos e
econdmicos para o seu controle e profilaxia, 0 que a caracteriza como uma doenca

negligenciada.
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1.3 Leishmanioses em Minas Gerais

Nos municipios mineiros, os principais fatores ligados a expansao da LV
devem-se as transformacdes no ambiente, provocadas pelo crescente processo de
urbanizacao, pelo esvaziamento rural e pelas secas periodicas, que podem acarretar
o aparecimento de novos focos e levar a reducdo do espaco ecologico da doenca,
facilitando a ocorréncia de epidemias (Barata et al., 2005). A LV ocorre em Minas
Gerais desde 1940, quando foram detectados os primeiros casos humanos na
regido Norte do Estado. Nessa época, a doenca era tipicamente rural,
diferentemente do que se observa atualmente, em que mais de 80% dos casos
confirmados sdo de pacientes residentes em zonas urbanas (Resende, 2007). A
leishmaniose visceral (LV) tem aumentado significativamente sua importancia no
contexto da saude publica devido ao processo de urbanizacédo e em decorréncia das

alteracdes no ambiente natural (Aguilar et al., 1998; Silva et al., 2001).

Tem sido registrados casos de LTA desde a metade do século XX, quando a
doenca foi descrita em Minas Gerais. O surgimento de surtos da doenca, desde
entdo, sao relacionados principalmente com atividades de desmatamento (Martins et
al., 1956; Dias et al., 1977; Gontijo et al., 2002). A epidemiologia da doenca vem
sofrendo alteracdes ao longo dos anos, sendo descritos casos autoctones em areas
periurbanas de cidades de médio e grande porte (Passos et al., 1993; Carvalho et
al., 2006; Silva et al., 2006) além das areas de coloniza¢do antiga (Gontijo et al.,
1995).

Dando destaque aos municipios que foram abordados no presente estudo,
em Belo Horizonte, a LTA comecou a ser estudada em 1940 a partir da detecgéo de
13 casos humanos por Orsini (1945). Furtado et al. (1966) estudaram a origem
desses casos e sugeriram que a transmissdo poderia ter ocorrido em areas
periurbanas da Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) ou poderiam ser

casos importados de outros municipios.

Desde a década de 90 o municipio de Belo Horizonte permanece como area
endémica, onde s&o registrados casos humanos de leishmaniose visceral e
tegumentar. Belo Horizonte é hoje o municipio mineiro com alta densidade

populacional que mais sofre com a ocorréncia da leishmaniose visceral (LV) e
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também o que mais investe em acdes de controle e prevencdo da doenca. Esta
area apresentou, entre 2001 e 2013, numero significativo de casos humanos de
leishmaniose visceral (1.611 casos acumulados com média de 123 casos/ano), bem
como varios casos de leishmaniose tegumentar (média anual estimada de cerca de
30 casos) (PBH, 2014).

O municipio de Divindpolis € considerado uma regido endémica para LT com
22 casos humanos notificados nos ultimos cinco anos. No ano de 2007 foi
confirmado o primeiro caso de LV humana e outros 15 casos no periodo de 2008 a
2012, sendo o municipio classificado como de transmissdo moderada (Secretaria
Municipal de Saude de Divinépolis, 2014). Esta classificacdo indica a necessidade
de medidas de vigilancia epidemiologica com relagdo a LV, uma vez que outras
cidades do estado de Minas Gerais tiveram o mesmo perfil histérico e atualmente
sao areas de transmisséo intensa de LV, por exemplo, Belo Horizonte e 0 municipio
de Santa Luzia (PBH, 2014).

No municipio de Brumadinho tem sido verificada uma expanséo do namero de
casos de leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV) nos ultimos
cinco anos. No periodo de 2007 a 2012, foram notificados 15 casos de LT e 11
casos de LV, e sob o ponto de vista geral, o municipio é classificado como de
transmissdo esporadica para LV e ndo possui classificagdo pré-definida para LT,
uma vez que esta classificacdo depende de diversos indicadores epidemiolégicos,

que ainda nao foram estudados no municipio (BRASIL, 2010).

O crescimento expressivo de Varzea da Palma nos ultimos anos, associado a
falta de informacdo sobre a fauna flebotominica e consequente auséncia de
vigilancia entomoldgica, sdo fatores importantes para o surgimento e disseminacao
das leishmanioses no municipio (Sanguinette, 2011). O primeiro caso de
leishmaniose no municipio foi registrado em 2001 no distrito de Barra do Guaicui.
Desde entdo ja foram notificados, de 2004 a 2013, 202 casos humanos autéctones
de LT e 37 casos de LV. O aumento do numero de casos de leishmanioses
registrados nos anos recentes no municipio de Varzea da Palma aponta para a
necessidade de estudos sobre a epidemiologia das leishmanioses na regiao,
incluindo aspectos relacionados aos possiveis vetores e reservatorios dessas

doencas.
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As condicBes sanitarias, de salde e habitacdo da comunidade indigena
Xakriaba, pertencente ao municipio de Sdo Jodo das Missdes, localizado no norte
de Minas Gerais, ndo sdo satisfatérias. E comum observar na regido uma elevada
prevaléncia de doencas endémicas como verminoses, altas taxas de incidéncia de
diarreia, doencas infecciosas de pele e acentuadas taxas de mortalidade infantil. O
estilo de vida dos povos indigenas e as condi¢des sociais a que estdo submetidos
(ma nutricdo, falta de higiene e saneamento, convivio estreito com animais no
ambiente doméstico e pericomiciliar) favorecem a transmissao de parasitoses, entre
elas, as leishmanioses. Desde 2001 tém sido registrados casos autéctones de
leishmaniose tegumentar americana na Terra Indigena Xakriabd, e houve um grande
namero de casos registrados nos ultimos anos. Somente no periodo de 2010 a 2012
foram registrados 145 casos (FUNASA, 2010).

1.4 Os ciclos de transmissao das leishmanioses e a urbanizacéo

Os ciclos das leishmanioses sao primariamente silvestres e rurais, mas ja
ocorrem em grandes cidades devido a adaptacdo de vetores e reservatorios ao
ambiente urbano. A epidemiologia das leishmanioses no novo mundo é bastante
complexa devido a participacdo de varias espécies do agente etioldgico, de vetores
e de hospedeiros (Silva et al., 2005).

As leishmanioses sdo doencas dinamicas, sendo as circunstancias da sua
transmissao continuamente alteradas por influéncia de fatores ambientais e do
comportamento humano. ModificacBes no habitat dos hospedeiros naturais e dos
vetores e as migracbes humanas decorrentes de conflitos ou condi¢des
socioeconbmicas precérias tém contribuido para a mudanca no panorama eco
epidemioldgico destas doencas (Gramiccia & Gradoni, 2005; Dujardin, 2006). Podem
ser consideradas as mais complexas e diversas de todas as doencas transmitidas
por vetores, em sua ecologia e epidemiologia, que engloba 21 espécies de
parasitos, diversas espécies de reservatorios e cerca de 30 espécies de
flebotomineos comprovadamente vetores de Leishmania spp. (Ashford, 2000;
Lainson & Shaw, 1987).
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A LTA foi inicialmente associada a areas de mata primaria e zonas rurais,
estando a maior diversidade de espécies destes parasitos na regido amazoénica. A
transmissdo do agente causal de LTA envolve diferentes espécies de flebotomineos
em associacdes estreitas com parasitos e reservatérios, compondo os elos de
diversos ciclos de transmissdo que ocorrem no territdrio nacional. Além disso, a
transmissdo das leishmanioses esteve associada a algumas espécies de
flebotomineos que até entdo apresentavam comportamento silvestre. Nas ultimas
décadas tém ocorrido mudancas no padrdo de transmissdo da LTA. Inicialmente
considerada uma zoonose de animais silvestres, s6 acometia 0 homem que
ocasionalmente adentrava as florestas. Hoje, a doenca ja ocorre em zonas rurais,
matas remanescentes modificadas e regides periurbanas, onde a adaptagdo dos
reservatorios silvestres e dos flebotomineos € evidente, propiciando a formacgédo do
ciclo do parasito nesses ambientes (Lima et al., 2002; Marzochi, 1989). A
manutencdo da LTA nessas areas ecologicamente alteradas, na sua maioria areas
rurais na periferia de grandes cidades, indicam claramente a evolu¢cdo de um ciclo
de transmissdo secundério ocorrendo no ambiente peridoméstico (Lainson & Shaw,
1998).

O Brasil apresenta expansdo e urbanizacdo da LV com casos humanos e
grande numero de cdes com sorologia positiva em varias localidades, incluindo
cidades de grande e médio porte. O ciclo de transmisséo, que anteriormente ocorria
apenas no ambiente silvestre e rural, hoje também se desenvolve em centros
urbanos. Belo Horizonte, capital do estado de Minas Gerais, ilustra claramente o

processo de urbanizacdo da LV nas cidades brasileiras (Araugjo et al., 2013).

As relacdes entre os componentes da cadeia de transmissdo no cenario
urbano parecem ser bem mais complexas e variadas do que no cenario rural
(Gontijo & Melo, 2004). Alteracdes do meio ambiente, em varias regides do Brasil,
vém modificando o perfil epidemiolégico das leishmanioses, permitindo a invaséo de
areas peridomiciliares por mamiferos silvestres reservatérios de Leishmania spp.,
onde podem ocorrer espécies de flebotomineos adaptadas ao ambiente modificado
pelo homem. A epidemiologia das leishmanioses somente pode ser compreendida
através do conhecimento de todos os elos que compfem seu ciclo de transmissao,

como reservatorios e vetores envolvidos e suas relacdes ecoldgicas.
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1.5 Transmisséo vetorial de Leishmania spp.

A transmissdo de Leishmania spp. para o hospedeiro vertebrado acontece
através da picada de fémeas hematofagas de dipteros da familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, conhecidos genericamente como flebotomineos (Gontijo
& Melo, 2004). Os flebotomineos apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo
encontrados sob as mais diversas altitudes, condicbes climaticas e ambientes

(silvestres, rurais e urbanos) (Miranda e Dias, 2011).

A infeccéo dos flebotomineos ocorre no momento em que a fémea, ao fazer o
repasto sanguineo essencial para maturacdo dos ovos, ingere macrofagos
parasitados. No intestino, as células se rompem liberando os parasitos que,
imediatamente, iniciam o processo de transformacao em formas flageladas. Estas se
multiplicam e colonizam o intestino. Ao final de seu processo evolutivo neste
hospedeiro, atingem a probdscida, podendo, a seguir, serem transmitidas a um novo
hospedeiro vertebrado no proximo repasto sanguineo (Bates & Rogers, 2004). Estes
insetos sdo extremamente eficientes na transmissao do parasito e isto é creditado,
principalmente, aos componentes de sua saliva que contém substancias

vasodilatadoras e imunossupressoras (Andrade et al., 2007).

Aproximadamente 400 espécies e subespécies de Lutzomyia, foram descritas
nas Américas e destas, aproximadamente 30, sdo provaveis vetoras das muitas
espécies de Leishmania causadoras da leishmaniose tegumentar americana (LTA) e
da leishmaniose visceral (LV). A ecologia dos vetores é determinante para a eco-
epidemiologia da doenca. A infeccdo do homem sera diretamente proporcional ao
grau de antropofilia do vetor. Assim, algumas espécies de Leishmania cujos vetores
sdo pouco antropofilicos, ndo causardo doenca humana ou, causardo numa

incidéncia muito baixa (Ready, 2013).

A principal espécie relacionada com a transmissdo de L. (L.) infantum nas
Américas € a Lu. longipalpis. Esta espécie esta bem adaptada ao ambiente
antropizado, alimentando-se tanto em animais silvestres e sinantrépicos como em
domésticos. A Lu. intermedia possui um comportamento muito parecido com Lu.
longipalpis em relacdo aos habitos alimentares, frequentemente alimenta-se de
sangue humano e de animais domésticos no peridomicilio e, esta espécie é
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incriminada como vetora de L.(V.) braziliensis (De Souza et al. 2006; Margonari et al.
2006).

Outra espécie que apresenta ampla distribuicdo € a Lu. whitmani, capturada
em praticamente todos os estados brasileiros e em varios outros paises
latinoamericanos. E associada com a transmissdo de L. shawi, L. braziliensis e
hipoteticamente, poderia também transmitir L. guyanensis, de forma ocasional.
Como vetora de L. braziliensis, pode ser associada tanto com o ciclo de transmissao
silvestre quanto peridomeéstico. Varios estudos tém demonstrado que, esta espécie
vem se adaptando a areas urbanas, pois tem sido coletada no peridomicilio e em

areas verdes contidas dentro de perimetros urbanos (Barreto et al., 2014).

1.6 Hospedeiros e reservatérios

A deteccdo de DNA de Leishmania spp. em determinada espécie de
mamifero ndo é suficiente para considerar esta espécie como reservatorio (Rogue &
Jansen, 2014). Um animal infectado é um hospedeiro do parasito, e o termo
reservatério € melhor definido como um sistema em que um agente infeccioso
sobrevive persistentemente (Ashford, 1996). Entdo, pode-se considerar como
reservatorio ndo apenas uma unica espécie de mamifero infectado, mas um sistema
qgue pode incluir uma ou mais espécies de animais responsaveis pela manutencao

do parasito na natureza (Ashford, 1997; Haydon et al., 2002).

Nos sistemas reservatorios, cada espécie de mamifero desempenha um
papel na manutencdo do parasito, o que significa que estes sistemas devem ser
sempre considerados em uma escala espacgo-temporal restrita, especifica para cada

local e cada momento (Roque et al., 2010).

A importancia desses conceitos no controle das leishmanioses reside no fato
de que a maioria das leishmanioses sdo zoonoses que acometem outros mamiferos,

sendo que o homem participa do ciclo como hospedeiro acidental (Ashford, 1996).

Existem varios relatos do encontro de animais domésticos infectados por

alguma espécie de Leishmania, como equinos (Rolédo et al., 2005; Soares et al.,
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2013), suinos (Brazil et al., 1987) e felinos (Pennisi et al., 2004; Savani et al., 2004;
Souza et al., 2005). O cédo ainda € considerado o mais importante reservatorio
doméstico do agente etioldgico da LV e tem sido responsabilizado pelo surgimento e
manutencdo de focos endémicos e epidémicos da doenca nos grandes centros
urbanos (Silva et al., 2001). Os caes, por serem altamente susceptiveis a infec¢ao,
por apresentarem intenso parasitismo cutaneo e também pelo seu convivio junto ao
homem, preenchem as condi¢cdes necessarias para serem reservatorios de L. (L.)
infantum (Dantas-Torres et al.,, 2006). Sao frequentes as observacOes de cées
infectados com L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum em areas endémicas para LT e
LV, respectivamente (Silva et al., 2001; Gontijo et al., 2002; Madeira et al., 2003).
Apesar de aventada a possibilidade de animais domésticos e peridomésticos, em
especial o cdo, estarem atuando como reservatorios, pouco se conhece sobre 0s
aspectos clinicos, parasitologicos e imunologicos do curso da infeccdo pela L.(V).
braziliensis em caes. Varios questionamentos ainda permanecem quanto ao
verdadeiro papel do cé&o na urbanizacdo do ciclo de transmissdo da L.(V).
braziliensis (Reithinger & Davies, 1999; Madeira et al., 2003).

Desde as primeiras décadas do século XX, pesquisadores tém como objetivo
a busca pelos reservatérios silvestres naturais dos agentes etioldgicos das
leishmanioses tegumentar e visceral, com énfase aos roedores a partir do momento
gue algumas espécies dos mesmos foram incriminadas como reservatdrios de
Leishmania spp. (Nery Guimarées et al., 1968). Os roedores s&o reconhecidos como
hospedeiros de mais de 60 doencgas zoonoticas, que representam uma séria ameaca
a saude humana (Meerburg et al., 2009; Luis et al., 2013). A grande invasédo e
expansao dos roedores € considerada um desafio. O rato preto (Rattus rattus), a
ratazana ou rato marrom (Rattus norvegicus) e o camundongo ou rato doméstico
(Mus musculus), por exemplo, expandiram dramaticamente a sua distribuigéo

geografica como uma consequéncia das atividades humanas (Aplin et al., 2011).

O primeiro achado de infeccdo natural por L. (L.) infantum em animais
silvestres foi registrado por Deane & Deane (1954) em raposa capturada no estado
do Ceara, identificada na época como Lycalopex vetulus. Posteriormente, estudos
mostraram que a espécie que ocorre na regido €, na verdade, Cerdocyon thous,
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também encontrada infectada no Para e em Minas Gerais (Lainson & Shaw, 1969;
Silva et al., 2000).

Em 1957, no Panama, Hertig e colaboradores realizaram hemocultura em
roedores e marsupiais, encontrando resultados positivos para Leishmania sp. em
alguns exemplares de espécies de ratos de espinho (Proechimys semispinosus e
Haplomys gymnurus). A associacdo dos parasitos isolados em cultura a
leishmaniose tegumentar foi comprovada pela inoculacdo em voluntario e

subsequente producao de leséo leishmaniodtica (Forattini, 1960).

A participagdo de roedores na epidemiologia das leishmanioses ja foi descrita
por varios autores no Brasil. Em 1970, Lainson & Shaw detectaram pela primeira vez
no estado do Mato Grosso, Leishmania sp. em roedores do género Oryzomys. Duas
cepas distintas do parasito foram observadas nos isolados: uma de crescimento
rapido e outra de crescimento lento. Estas observacdes levaram os autores a
suspeitar de se tratar de um complexo de espécies, até aguele momento,
denominadas como uma Unica espécie: Leishmania braziliensis (Lainson & Shaw,
1970). Os mesmos autores, no norte do estado do Para, encontraram o roedor
Proechimys guyannensis frequentemente parasitado (15 de 57 espécimes
capturados) pela espécie L. (L.) amazonensis (Lainson & Shaw, 1972). Eles
concluiram que esta deveria ser a principal espécie hospedeira do parasito (Shaw,
1988).

Com a utilizacéo de técnicas moleculares, roedores silvestres e sinantropicos
(Rattus rattus) foram encontrados infectados por L. (V.) braziliensis no Ceara
(Vasconcelos et al., 1994). Brandao-Filho et al. (2003) no estado de Pernambuco,
capturaram 460 animais e conseguiram isolar L. braziliensis em 6 espécimes, dos
quais 5 eram pertencentes a espécie Bolomys lasiurus (atualmente Necromys

lasiurus) e um Rattus rattus.

Oliveira e colaboradores (2005) encontraram espécimes de Trichomys
apereoides, Cerradomys subflavus e Rattus rattus infectados por espécies dos
complexos L. mexicana, L. braziliensis e L. donovani. Em varios exemplares de R.

rattus foi detectado o DNA de espécies pertencentes aos trés complexos de
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Leishmania, indicando que ela possa participar do ciclo peridoméstico das

leishmanioses, devido aos seus habitos sinantrépicos.

Algumas espécies de marsupiais, que sao animais sinantrépicos, ja foram
encontradas infectadas por diferentes espécies de Leishmania, como o género
Didelphis pela L. (L.) infantum (Sherlock et al., 1984, Sherlock, 1996; Schallig et al.,
2007; Carreira et al., 2012), L. (V.) braziliensis (Quaresma et al., 2011) L. (L.)
amazonensis (Grimaldi et al., 1991) e L. (V). guyanensis (Arias et al., 1981).
Espécies pertencentes a outros géneros também ja foram encontradas naturalmente
infectadas por L. (V). braziliensis (Quintal et al., 2011; Quaresma et al., 2011), L. (L.)
amazonensis (Arias et al., 1981; Lainson & Shaw 1998; Quintal et al., 2011) e L. (V).
guyanensis (Quaresma et al., 2011). Estes animais costumam ser encontrados em
florestas alteradas pela a¢do antropica. Sdo vistos com frequéncia nos quintais das
residéncias situadas nas bordas das matas visitando galinheiros e latas de lixo em
busca de alimento. Apresentam habitos crepusculares e noturnos. Escondem-se em

ocos de arvores onde passam o dia dormindo (Nowak, 1991).

Nos ultimos anos, cresceu o interesse da comunidade cientifica pelos animais
com habitos sinantrdpicos, ou seja, agueles que de alguma maneira se utilizam do
ambiente modificado pelo homem para sobreviver. Este interesse se deu
especialmente porque as leishmanioses cada vez mais sdo observadas em areas
peridomiciliares. E muito importante a identificacdo dos reservatorios primarios da
infeccdo por Leishmania spp. para o desenvolvimento e avaliacdo de medidas mais

efetivas de controle da transmissao.

1.7 A utilizacdo de técnicas moleculares para a deteccéo e identificacéo de
Leishmania sp.

1.7.1 Reacgao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida por Saiki et al.
(1985) para a amplificacdo sequencial de determinado fragmento de um DNA alvo,
através da utilizacdo de uma DNA polimerase termoestavel. O fragmento a ser
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amplificado é flanqueado por um par de iniciadores que delimitam o inicio e o fim da
amplificacdo. O DNA molde e os precursores para a sintese de uma nova molécula
sdo submetidos a ciclos repetidos nos quais, a temperatura varia para garantir
desnaturacao, anelamento dos iniciadores e extenséo da fita. Cada ciclo sucessivo
essencialmente duplica o DNA sintetizado no ciclo anterior. O resultado € um
acumulo exponencial do fragmento alvo de aproximadamente 2 onde n € 0 numero

de ciclos.

A amplificagdo do DNA de Leishmania através da PCR pode ser especifica
para o género (Rodgers et al., 1990), como pode ser especifica para os complexos,
L. braziliensis (De Bruijn & Barker, 1992), L. mexicana (Eresh et al., 1994) e L.
donovani (Cortes et al., 2004). Podem ser usados como alvos o DNA nuclear e o
DNA do cinetoplasto (KDNA), cujo minicirculo representa o alvo molecular ideal, pois
apresenta um grande numero de copias por célula e sua sequéncia ja € conhecida
para a maioria da espécies de Leishmania (Aransay et al., 2000). Esta elevada
sensibilidade € muito util nos inquéritos epidemioldgicos, nos quais se pretende

detectar o maior numero possivel de portadores ou hospedeiros.

A PCR possui vantagens como alta sensibilidade e especificidade, habilidade
de detectar e identificar o protozoario envolvido, e de poder ser aplicada em
amostras clinicas ap6s extracdo do DNA das mesmas, produzindo um resultado
confiavel dentro de poucas horas (lkonomopoulos et al., 2003). Mas como a PCR é
um método extremamente sensivel, seu maior inconveniente seria o risco de

resultados falso-positivos ou contaminacéo por produtos previamente amplificados.

A deteccdo do DNA e a identificacdo de diferentes espécies de Leishmania
através de métodos moleculares, como a PCR, vém sendo aplicadas ao estudo das

leishmanioses para fins epidemiolégicos, de diagndstico e tratamento.

1.7.2 Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (RFLP)

Considerando o0s resultados descritos por varios autores, é possivel
discriminar as espécies de Leishmania através da analise do polimorfismo do

tamanho dos fragmentos de restricdo gerados apos digestdo com endonucleases
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(andlise de esquizodemas) (Lopes et al., 1984; Spanakos et al., 2007).
Endonucleases sdo enzimas capazes de reconhecer e cortar pequenas sequéncias
no DNA molde, de quatro a seis pares de bases, chamados sitios de restricdo. As
enzimas de restricdo sdo muito especificas, entdo, diferentes sequéncias de bases
nitrogenadas podem ou nao, ser reconhecidas por uma endonuclease. Assim, a
digestao diferenciada de DNAs de fontes diversas por uma enzima de restricdo ou
por uma combinagdo delas pode ser utilizada para distinguir entre duas ou mais

espécies de parasito.
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1.7.3 Quantificacdo da carga parasitaria pela PCR quantitativa em tempo
real (QPCR)

A quantificacdo parasitaria em diferentes amostras clinicas pode ser util na
indicagdo da participacdo de um determinado hospedeiro como fonte de infecgao

para o inseto vetor.

A PCR guantitativa em tempo real (QPCR) é uma inovacao tecnoldgica que
permitiu a quantificacdo de sequéncias de DNA de forma rapida, acurada,
reprodutivel e sensivel (Paiva-Cavalcanti et al., 2010; Galletti et al., 2011; Martinez
et al., 2011). Desta forma, tornou-se possivel mensurar a carga parasitaria a partir
de tecidos infectados de maneira mais precisa.

Esta técnica € baseada na deteccdo e quantificacdo em tempo real da
fluorescéncia emitida proporcionalmente a sintese do produto de PCR. Os sinais de
fluorescéncia necessarios para deteccdo podem ser obtidos pela marcacdo dos
produtos amplificados com corante fluorescente. Esta marcacdo pode ser realizada
utilizando uma sonda que se liga a sequéncia alvo (sistema Tag-Man) ou entdo uma
molécula fluorescente que se intercala na dupla-fita de DNA (sistema SYBR-Green).
Ambos o0s sistemas permitem o monitoramento continuo do acumulo de produto de
PCR gerado, pela combinacdo de um termociclador e um fluorimetro (Espy et al.,
2006). A analise da emissdo de fluorecéncia € feita por um detector de sinal
luminoso e um amplificador de sinal que tracam um gréafico com a absor¢édo obtida
apos cada ciclo da PCR, a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do
produto formado (Kubista et al., 2006).

A gPCR apresenta vantagens em relacdo a PCR convencional, pois néo
necessita realizar os varios passos de manipulacdo pés-amplificacdo requeridos
pela técnica convencional. Além disso, minimiza os riscos de contaminacdo do
material e permite de forma simultdnea a deteccdo, medida e comparacdo do
namero de parasitos em diferentes amostras (Vitale et al., 2004; Nicolas et al.,
2002), combinando rapidez na obtencdo dos resultados, reprodutibilidade e
capacidade quantitativa (Sundsfjord et al., 2004; Yang & Rothman, 2004).

A gPCR apresenta-se como uma metodologia promissora para estudos de

quantificacdo da carga de DNA de Leishmania, visto que as técnicas até entdo
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utilizadas séo laboriosas e pouco sensiveis, principalmente, para deteccdo de

cargas parasitarias baixas (Quaresma et al., 2009).
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No Novo Mundo, as leishmanioses sd&o zoonoses, sendo o homem um
hospedeiro acidental (Ashford, 1996). Os fatores eco epidemiolégicos envolvidos na
génese das diferentes formas clinicas da doenca sdo muito complexos. O ciclo
epidemiolégico de transmissdo de L. (V.) braziliensis, agente etioldgico mais
frequente de LTA, por exemplo, ndo € completamente conhecido (Ashford, 1996;
Oliveira et al., 2005; Gramiccia & Gradoni, 2005).

A diversidade de agentes etioldgicos, reservatorios e vetores aliada ao
conhecimento ainda insuficiente sobre vérios aspectos da LTA tornam dificil e

complexo o controle da doenga (Reithinger & Dujardin, 2007).

As estratégias de controle devem ser especificas conforme a situacao
epidemiolégica de cada local. A identificacdo do agente etiolégico circulante nas
areas endémicas, o conhecimento dessas areas, bem como do papel dos
hospedeiros-reservatorios, sdo fatores importantes para definicdo de medidas

profilaticas adequadas para a reducao da incidéncia da doenca.

O processo de expansao geografica e urbanizacdo da LV conduzem a
necessidade de se estabelecer medidas mais eficazes de controle. Na maior parte
dos estudos sobre epidemias urbanas tem sido relatado o encontro de cées
infectados e, em algumas areas, foi possivel observar que a LV canina precedeu o
aparecimento da doenca humana. Varios artigos tem mostrado a associacdo entre a
presenca de caes infectados e a ocorréncia da doenca humana (Aragjo et al., 2013;
Teixeira-Neto et al., 2014). Entretanto, as medidas de controle adotadas nos centros
urbanos ndo tém sido eficazes e os casos humanos e caninos continuam ocorrendo.
Portanto, o estudo de outros possiveis reservatdrios nas areas urbanas € importante
para que se possa conhecer todos os elos da cadeia de transmissédo e o papel de
cada um deles.

A epidemiologia das leishmanioses apresenta um quadro mais complexo do
que o classicamente descrito, com possivel ocorréncia de uma transmissao
secundaria, Peri doméstica, envolvendo outros reservatoérios (Paranhos-Silva, 1998).

Sabe-se que o papel que determinado reservatério desempenha na
transmissdo é um evento espacial e temporal. Assim, é preciso definir a importancia

desses animais no ciclo epidemiolégico de transmissao da doenca na area. Esta
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condicdo é primordial para que se possa estabelecer medidas de controle e

vigilancia epidemioldgica mais eficazes.

Minas Gerais se destaca como o estado da regido sudeste com 0 maior
namero registrado de casos humanos de leishmaniose visceral e tegumentar. As
estratégias de controle implementadas ndo tem conseguido barrar a expansao
geografica e o aumento no numero de casos. Estudos epidemiolégicos sobre os
ciclos de transmissdo das leishmanioses nas diferentes regides endémicas do
estado sdo cruciais para subsidiar os servicos de saude no combate a estas

enfermidades.
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Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a infeccdo por Leishmania spp. em pequenos mamiferos provenientes

de diferentes areas endémicas para leishmanioses em Minas Gerais.

3.2 Objetivos Especificos

o Detectar a infeccdo por Leishmania spp. em hospedeiros silvestres e
sinantropicos provenientes de focos de transmissdo das leishmanioses em

Minas Gerais.

o Identificar a espécie de Leishmania em hospedeiros silvestres e sinantrépicos

provenientes de focos de transmisséo das leishmanioses em Minas Gerais.

o Quantificar a carga parasitaria em hospedeiros silvestres e sinantrépicos de

Leishmania sp.

o Avaliar a importancia das diferentes espécies de pequenos mamiferos nos

ciclos de transmissao de Leishmania spp. em Minas Gerais.
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4.1 Areade estudo

O estudo dos hospedeiros de Leishmania spp. foi realizado a partir de
amostras coletadas em cinco areas endémicas para as leishmanioses em Minas
Gerais. Nestas areas estdo sendo realizados projetos sobre a epidemiologia das
leishmanioses e pertencem aos municipios de: Belo Horizonte, Divinépolis,

Brumadinho, Varzea da Palma e S&o Jodo das Missbes (Figura 1).

Figura 1: Mapa representativo das cinco areas endémicas utilizadas no estudo. 1 - Belo Horizonte, 2
— Divinépolis, 3 — Brumadinho, 4 - Varzea da Palma, 5 - Sdo Jodo das Missoes.

As coletas dos pequenos mamiferos cujas amostras foram utilizadas neste
estudo foram realizadas em diferentes projetos de mestrado e doutorado
desenvolvidos pelo Grupo de Estudos em Leishmanioses do Centro de Pesquisas
René Rachou / Fiocruz Minas: 1- Belo Horizonte: Estudo dos hospedeiros de
Leishmania em &area de ocorréncia das leishmanioses no municipio de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil. (Ferreira, 2010); 2- Divindpolis: Analise espacial das
Leishmanioses no municipio de Divindpolis, Minas Gerais, Brasil (Teixeira-Neto -
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dados ndo publicados); 3- Brumadinho: Estudo eco epidemiolégico das
leishmanioses no Municipio de Brumadinho, Minas Gerais, Brasil, para adequacao
das acdes de prevencdo e controle (dados ndo publicados); 4- Varzea da Palma:
Epidemiologia das leishmanioses em Barra do Guaicui, Minas Gerais (Sanguinette —
dados nao publicados); 5- Terra Indigena Xakriaba: Estudo da leishmaniose
tegumentar na Terra Indigena Xakriaba: o parasito, os hospedeiros e os vetores
(Quaresma, 2011).

4.1.1 Belo Horizonte

O municipio de Belo Horizonte (19°46’35” e 20°03'34” sul; 43°51°27" e
44°03'47" oeste), capital do estado de Minas Gerais, esta localizado a 852 m acima
do nivel do mar. Possui clima tropical de altitude, temperatura média em torno de
21°C, indice pluviométrico médio de 1450 mm/ano. A populacdo estimada € de
2,475 milhdes de habitantes (IBGE, 2010). Belo Horizonte é uma regido
intensamente urbanizada cuja economia é baseada na atividade industrial de

transformacao e no comeércio/servicos.

Belo Horizonte é dividida em nove areas politico-administrativas: Barreiro,
Centro- Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, Norte, Oeste, Pampulha e Venda Nova. A
area escolhida para estudo foi a Regional Nordeste que contém 39,60 Kmz (cerca de
10% da area total do municipio). A metade desta area, ou seja, 19,46 Kmz2 esta
ocupada por areas verdes compostas por parques, sitios e pastos. A area
urbanizada é composta por 68 sub-regides entre bairros, vilas e aglomerados

subnormais. Possui uma populagao de 290.353 habitantes (IBGE, 2010).

4.1.2 Divinopolis

O municipio de Divindpolis (20° 8’ 22" latitude sul, 44° 53’ 14” longitude oeste)
esta localizado na zona metallrgica, a 121 quildmetros da capital, Belo Horizonte.
Com 724 metros de altitude, o clima é quente e semiimido, a temperatura média é
21.5 °C e a média anual de pluviosidade é de 1313 mm/ano. A populacdo estimada

€ de 216 mil habitantes (IBGE, 2010). Polo da regido centro-oeste de seu estado,
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caracteriza-se principalmente pela industria confeccionista e metalurgia/siderurgia.
As capturas foram realizadas na zona urbana do municipio de Divinopolis e em

areas de mata preservada espalhadas pelo municipio.
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4.1.3 Brumadinho

O municipio de Brumadinho (20°08'36"de latitude Sul e 44°11'59” de longitude
Oeste) pertence a Regido Metropolitana de Belo Horizonte e esta localizado a 749
metros acima do nivel do mar. Possui clima subtropical umido, temperatura média
em torno de 21°C e indice pluviométrico médio de 1300mm/ano. Possui uma
populacao total de 33.973 habitantes. O estudo foi conduzido na localidade de Casa
Branca, pertencente ao municipio. A populacdo de Casa Branca é de 2.591
habitantes, correspondendo a 7,6% da populagéo total do municipio (IBGE, 2010).
Esta localidade se tornou alvo de especulacbes imobiliarias especialmente apds a
década de 80 quando se concretizou a construcdo de condominios fechados na
regido. Na cobertura vegetal caracteristica do municipio predominam os campos de

montanha e a vegetacgao configura-se como mata de transicao.

4.1.4 Sao Jodo das Missoes

O municipio de Sdo Jodo das Missdes (14°53'01"de latitude Sul e 44°05'26”
de longitude Oeste) esta localizado na regido norte do estado de Minas Gerais, a
687 quildbmetros da capital. Situado a 480 metros acima do nivel do mar, possui
clima semiarido, com indice pluviométrico de 947 mm/ano. Possui uma populacao
de 11.715 habitantes (IBGE, 2010) e a principal atividade econ6mica desenvolvida
no municipio é agricultura e a agropecuaria. O estudo foi conduzido na Terra
Indigena Xakriaba, pertencente ao municipio e demarcada pela FUNAI em 1979,
gue possui uma populacdo de 9.196 habitantes, o que equivale a mais de 70% da
populacdo do municipio (FUNASA, 2010).

415 Varzea da Palma

A cidade de Varzea da Palma esta inserida na regido do Alto S&o Francisco,
no norte de Minas Gerais, a uma distancia de 351 quildmetros da capital, com a

sede localizada a 515 metros acima do nivel do mar. Possui clima semiarido,
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temperatura média anual de 23°C e indice pluviométrico de 1078,6 mm/ano.
Atualmente a populacdo do municipio € de 35.809 habitantes (IBGE, 2010). Barra do
Guaicui, onde foi conduzido o estudo, € um distrito de Varzea da Palma que esta
localizado a 67 km do municipio, a 22 km de Pirapora e a 360 km de Belo Horizonte.
Possui uma caracteristica peculiar que € o encontro das aguas do Rio das Velhas
com o Rio Sdo Francisco, uma importante bacia hidrogréfica do Brasil. Esta zona
caracteriza-se pela presenca de mata preservada e intenso processo de

urbanizagdo nos ultimos anos.

4.2 Captura dos pequenos mamiferos

4.2.1 Belo Horizonte (Regional Nordeste)

Para a captura viva dos animais, foram montadas, na area verde e nos
arredores dos domicilios selecionados, armadilhas Tomahawk de arame galvanizado
“tipo gaiola” com isca suspensa de abacaxi e bacon. Os pontos de coleta na area
peridomiciliar (Figura 2), foram escolhidos por conveniéncia, condicionados a
presenca no domicilio, ou proximo a ele, de casos humanos de LV e/ou LTA nos trés
anos anteriores ao inicio da pesquisa (2003, 2004 e 2005). Preenchida esta
condicdo, foram escolhidas 20 residéncias espalhadas pela area, porém, mais
concentradas na porcao central e norte desta. A distribuicdo dos pontos de captura
na area verde (Figura 3) foi feita em trés trilhas, cada uma contendo 15 armadilhas,
separadas entre si por uma distancia de cerca de 20 metros. Foram realizadas cinco
campanhas de captura nos meses de Junho, Setembro, Dezembro/2006 e Marco,
Junho/2007. Foi utilizado por campanha o total de 85 armadilhas/noite, sendo 40
expostas no peridomicilio e 45 na area verde. As armadinhas ficaram expostas por
quatro dias e quatro noites consecutivas. O esfor¢co amostral previsto, ao final das
cinco campanhas, foi de 1000 armadilhas no peridomicilio e 1125 armadilhas na
area verde, somando um total de 2125 armadilhas (Tabela 1).
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Figura 2: Area peridomiciliar onde foram colocadas armadilhas (junho/2006 a
junho/2007) para captura viva de pequenos mamiferos na Regional Nordeste do
municipio de Belo Horizonte, MG (Melo, 2008).

Figura 3: Area verde onde foram colocadas armadilhas (junho/2006 a
junho/2007) para captura viva de pequenos mamiferos na Regional
Nordeste do municipio de Belo Horizonte, MG (Melo, 2008).
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4.2.2 Divinopolis

Foram montados transectos para a disposicdo das armadilhas de coleta,
seguindo a metodologia de campo padrdo para captura de pequenos mamiferos
(Lacher et al., 1989; Paglia et al., 1995). Em cada transecto foram definidas
estacoes de coleta distanciadas aproximadamente 20m uma da outra, sendo
dispostas um total de 20 armadilhas em cada uma das cinco trilhas totalizando 100
armadilhas. Foram utilizadas armadilhas do tipo Tomahawk com isca suspensa de
abacaxi e emulsdo Scott. O niumero de esta¢cfes de coleta foi estabelecido de modo
a amostrar os diferentes ambientes relacionados aos padrdes de atividade humana
(Figura 4). No peridomicilio das residéncias com casos positivos de leishmaniose
humana foram dispostas duas armadilhas para captura de pequenos mamiferos,
totalizando 30 armadilhas que ficaram expostas por quatro dias e quatro noites
consecutivas. As capturas foram realizadas a cada 2 meses, no periodo de
setembro de 2010 a agosto de 2011.

Foi utilizado por campanha o total de 130 armadilhas/noite, sendo 30
expostas no peridomicilio e 100 na area verde. O esforco amostral previsto, ao final
das cinco campanhas, foi de 600 armadilhas no peridomicilio e 2000 armadilhas na
area verde, somando um total de 2600 armadilhas (Tabela 1).

Figura 4: Imagens das areas de mata onde foram montados os transectos para captura a
disposicao das armadilhas e exemplos de pequenos mamiferos capturados. 1: Mata do Noég; 2:
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Armadilha disposta no Parque do Gafanhoto; 3: Mata do Sidil; 4: Necromys lasiurus; 5: Morro
da Antena; 6: Micoureus demarerae (Teixeira-Neto, 2014).

4.2.3 Brumadinho (Casa Branca)

Os pequenos mamiferos foram capturados no peridomicilio de residéncias
(Figura 5) da localidade de Casa Branca, que € uma area de campo rupestre com
ocupacédo antrépica consolidada. O critério de escolha dos pontos de captura foram
casas em que foram registrados casos humanos ou casos caninos de leishmaniose.
No periodo de maio de 2013 a maio de 2014 foram realizadas oito campanhas de
captura, a cada dois meses, utilizando dezoito armadilhas por campanha, sendo
nove do tipo Sherman e nove do tipo Tomahawk. As armadilhas foram abastecidas
com iscas atrativas para mamiferos de pequeno porte (abacaxi e emulsdo Scott) e
ficaram expostas por dois dias consecutivos por coleta. Foram colocadas 18
armadilhas/noite, todas no peridomicilio. O esforgco amostral previsto, ao final das
oito campanhas, foi de 288 armadilhas (Tabela 1).

Figura 5: Imagens das areas onde foram realizadas as capturas dos pequenos
mamiferos, na localidade de Casa Branca, municipio de Brumadinho. 1, 2 e 3:
armadilhas expostas no peridomicilio das residéncias. 4. exemplo de pequeno
mamifero capturado (Fonte: arquivo pessoal).
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4.2.4 S&o Jodo das Missdes (Terra Indigena Xakriaba)

Foram montados transectos para a distribuicdo das armadilhas de coleta,
seguindo a metodologia de campo padrdo para captura de pequenos mamiferos
(Lacher et al. 1989; Paglia et al. 1995; Fonseca et al. 1996). Foram definidas quatro
estacoes (trilhas) de coleta. Em cada trilha foram dispostas 30 armadilhas, duas em
cada ponto de coleta distanciados aproximadamente 20m um do outro. No
peridomicilio de cada residéncia selecionada foram expostas duas armadilhas,
totalizando 42 armadilhas nas casas e 120 nas trilhas (Figura 6). As armadilhas do
tipo Tomahawk foram abastecidas com iscas atrativas para mamiferos de pequeno
porte (abacaxi e emulsdo Scott) e ficaram expostas durante quatro dias e noites
seguidos. As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2008 a junho de 2009.
O esforco amostral ao final das sete campanhas foi de 1.176 armadilhas no
peridomicilio e 3.360 armadilhas na area verde, somando um total de 4.536

armadilhas (Tabela 1).

Figura 6: Aspectos da Terra Indigena Xakriabd onde foram montadas as
estacdes de captura de pequenos mamiferos (Fonte: arquivo pessoal).
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4.2.5 Varzea da Palma (Barra do Guaicui)

Foram realizadas coletas de pequenos mamiferos utilizando armadilhas do
tipo Sherman e do tipo Tomahawk durante os meses de margo, junho, agosto e
outubro de 2012 na area urbana, e em trés trilhas, dispostas em area de plantacao
de cana de acucar, area de pastagem e uma trilha a margem direita do Rio das
Velhas, no Distrito de Barra do Guaicui. No peridomicilio de cada uma das 24 casas,
foram expostas duas armadilhas, uma Sherman e uma do tipo Tomahawk,
totalizando 48 armadilhas (Figura 7). Foi utilizado como isca abacaxi e emulséo
Scott. Para definicdo das trilhas foram montados transectos para a disposicdo das
armadilhas de coleta, seguindo a metodologia de campo padrdo para captura de
pequenos mamiferos (Lacher et al., 1989; Paglia et al., 1995). Cada trilha foi
composta por 15 pontos, distantes aproximadamente 20 metros um do outro, com
duas armadilhas diferentes dispostas em cada ponto, totalizando 30 armadilhas por
trilha.

No ano de 2013, foram realizadas coletas mensais no periodo de janeiro a
dezembro, com a exposicdo de 150 armadilhas, 75 armadilhas tipo Sherman e 75 do
tipo gaiola, distribuidas em uma trilha montada na area urbana, e quatro em area
verde. As armadilhas ficaram expostas durante quatro dias e quatro noites
consecutivas. Assim, o esforco amostral ao final das 16 campanhas foi de 2.208
armadilhas no ano de 2012 e 7.200 armadilhas no ano de 2013, somando um total
de 9.408 armadilhas (Tabela 1).

Figura 7: Armadilhas utlizadas para a coleta de pequenos mamiferos
(roedores e marsupiais) no distrito de Barra do Guaicui, MG. 1: armadilha
Sherman; 2: armadilha Tomahalwk (Sanguinete, 2014).
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Tabela 1: Esforco amostral das capturas dos pequenos mamiferos nas areas endémicas estudadas.

Numero de N
Local de captura , . } . Duragdo da Esforgo
L. Periodo de captura Ambiente Numero de capturas armadilhas por .
(municipio) campanha(dias) amostral
captura
Regional Nordeste junhode 2006a Areaverde e
. . . . 5 85 5 2125
(Belo Horizonte) junho de 2007  peridomicilio
setembro de 2010 Areaverde e
Divinépolis ) o 8 130 4 4.160
aagostode 2011 peridomicilio
Casa Branca maio de 2013 a peridomicilio 8 18 5 288
i icili
(Brumadinho) maio de 2014
L, margo a outubro
Barra do Guaicui . Areaverde e
(Varzea da Palma) de 2012 e janeiro a eridomicilio 16 138(2012) 150 (2013) 4 9408
dezembro de 2013 P
Terra Indigena Xakriabd maio de 2008a  Areaverde e
7 162 4 4.536

(Sdo Jodo das Missbes)  junhode 2009  peridomicilio

4.3 ldentificacdo e coleta das amostras biolégicas de pequenos mamiferos

Todos os pequenos mamiferos capturados, nas diferentes localidades, foram

identificados com base na andlise de caracteres morfolégicos e comparacdo com

exemplares depositados na Colecéo de Mastozoologia da UFMG.

Com o intuito de garantir a auséncia de dor e desconforto, todos os pequenos

mamiferos capturados foram sedados e posteriormente eutanasiados para a

obtencao das amostras de medula, pele de cauda, pele de orelha, baco e figado.

No presente estudo, foram utilizadas amostras de medula, pele de cauda,

pele de orelha, baco e figado dos animais provenientes de Casa Branca, Barra do

Guaicui e da Terra Indigena Xakriabd; amostras de medula, pele de orelha, baco e

figado dos animais da Regional Nordeste e, pele de cauda, pele de orelha, baco e

figado dos animais de Divindpolis.
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4.4  Extracdo de DNA das amostras biologicas coletadas

Os fragmentos de pele de orelha, pele de cauda, figado, baco e medula
coletados dos animais capturados e acondicionados em alcool etilico absoluto a -
20°C foram submetidos a extragdo do DNA. A metodologia de extracdo seguindo as
instrucdes do fabricante do Puregene Cell and Tissue kit — QIAGEN.

Fragmentos de 20 mg do tecido foram submetidos a lise enzimatica a 55°C
por 15 horas para digestdo das proteinas e em seguida a digestdo pela RNAse a
37°C por meia hora. As proteinas desnaturadas foram entdo precipitadas pelo
acréscimo de Solucdo de Precipitagdo de Proteinas. Apos centrifugacédo, o DNA foi
recuperado no sobrenadante, precipitado com solucéo isopropanol, centrifugado, foi
realizada uma lavagem do pellet de DNA com etanol 70%, centrifugado, rehidratado

e armazenado a -20°C até o momento do uso.

4.5 Deteccao de Leishmania através da PCR convencional

Nas amostras de DNA extraidas dos pequenos mamiferos foram realizadas
PCRs direcionadas a dois alvos.

o kKDNA (DNA do cinetoplasto de Leishmania) utilizando os iniciadores A: 5’
(C/IG)(C/G)(GIC) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3' e B: 5 GGG GAG
GGG CGT TCT GCG AA 3, gerando um fragmento de 120pb (Degrave et al., 1994).
A reacao de PCR foi preparada para um volume final de 25 pL utilizando 5ul do DNA
molde, 0,75 ul de MgCl, a 50 mM, 1 ul de dNTP mix a 10 mM (Promega), 0,14 ul de
Taqg DNA polimerase platinum® a 5U/ul (Invitrogen), 1ul do iniciador KDNA A a 15
pmol e 1l do iniciador KDNA B a 15 pmol (Eurofins mwg/operon). A amplificacédo do
DNA molde foi processada em termociclador automético de DNA (Veriti — Applied
Biosystems) utilizando o seguinte ciclo: desnaturacdo inicial a 94°C por quatro
minutos, seguindo de 35 repeti¢cdes de: desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a
60°C por 30s e extensao a 72°C por 30s. A extenséo final foi a 72°C por 10 min.

o hsp70 (proteina de choque térmico de 70 kilodaltons) utilizando os iniciadores
HSP70 senso: 5 GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3 e HSP70 anti senso: 5
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CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3, gerando um fragmento de 1300pb (Garcia et al.,
2004). A reacado de PCR foi preparada para um volume final de 25 uL utilizando 5uL
do DNA molde, 0,75 pl de MgCl, a 50 mM, 0,5 pl de dNTP mix a 10 mM (Promega),
1,5 pl de DMSO 5,0% (Invitrogen), 0,25 ul de Taq DNA polimerase platinum® a
5U/ul (Invitrogen), 1ul do iniciador HSP70 for a 10 pmol e 1pl do iniciador HSP70 rev
a 10 pmol (IDT, prodimol). A amplificacdo do DNA molde foi processada em
termociclador automético de DNA (Veriti — Applied Biosystems) com desnaturacdo
inicial a 94°C por 5 minutos e alternando 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30
seg, anelamento a 61°C por 1 min e extensédo a 72°C por 3 min, seguidos por um

passo de extensao final a 72°C por 10 min.

Os produtos amplificados nas PCRs dirigidas a ambos os alvos foram
visualizados em exposicdo a luz ultravioleta (UV) apos a eletroforese em gel de
agarose 2.0% corado com brometo de etideo. A visualizacdo e a captura das

imagens foram obtidas através do Translluminador L Pix — Loccus Biotecnologia.

4.6 Identificacdo das espécies de Leishmania através da técnica de RFLP

As amostras que apresentaram a banda especifica de 1300 pb na PCR
dirigida ao gene hsp70 foram submetidas a digestéo utilizando a enzima Haelll para
andlise dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP) (Garcia
et al., 2004). A reacao de digestao foi preparada para um volume final de 15 pL,
contendo 1puL de Haelll (New England) (10 U/uL), 1,5 uL de tampao da enzima e
12,5 pL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas. Os perfis de
restricdo foram analisados em gel de agarose 4% e comparados com o padrao
obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas referéncia de Leishmania
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).
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4.7 Quantificacdo da carga parasitaria pela gPCR

Para a quantificacdo absoluta dos parasitos, o sistema de deteccdo com
“intercaladores” ndo especificos SYBR Green foi empregado nos experimentos.
Curvas padrdao foram construidas a partir da utilizacdo de diluicbes seriadas ao
décimo de DNA de culturas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L.
infantum (MHOM/BR/74/PP75) e L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), considerando
que 200 fg de DNA equivalem a um parasito (Deborggraeve et al., 2008), e partindo
da concentracéo equivalente a 2x10° parasitos/uL até uma concentracdo equivalente
a 2x10™* parasitos/uL. A qPCR foi utilizada para determinar a quantidade de DNA de
Leishmania presente nas diferentes amostras processadas. A amplificacdo foi
realizada pelo 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os
iniciadores utilizados foram os mesmos da PCR convencional dirigidos a regiao
conservada do KDNA de Leishmania. As reacdes foram preparadas adicionando 1,0
ML de cada iniciador a uma concentracdo 5 pmoles por pL, 12,5 pL de
GoTag® qPCR Master Mix (Promega), 5,0 uL de DNA, 5,5 pL de agua deionizada
para completar o volume final da reacao de 25 pyL. Apds aplicacdo das amostras, a
placa é vedada com um selante e colocada no equipamento. A amplificacdo foi
realizada com as seguintes etapas: um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 10
minutos; seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos para desnaturacdo, 65°C
por um minuto com aquisi¢cao da fluorescéncia neste momento. Apés a amplificacéo
a analise de dissociacdo foi realizada em um ciclo adicional cuja temperatura
aumentava de 60°C a 95°C a uma taxa de 0,3°C por segundo, com aquisicdo de
fluorescéncia continua. Os resultados foram analisados utilizando o programa 7500
Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems), que permite avaliar a curva de
dissociagcdo, a intensidade de fluorescéncia da amostra a cada ciclo e a
quantificacdo do numero de cépias conforme a curva padrdao. A quantidade de DNA
detectada foi convertida em numero de parasitos/ ul, pelo fator citado anteriormente.
Em seguida este nUmero de parasitos/ pl foi normalizado pela quantidade de tecido
utilizado na extracdo de DNA, juntamente com o volume no qual este DNA foi diluido
para seu uso nas reacodes, sendo o resultado final reportado em parasitos/mg de
tecido (Tupperwar et al., 2008).
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Como controle endégeno da gPCR foi utilizado o gene IRBP que apresenta
uma sequéncia bem conservada entre as diferentes espécies de mamiferos
contempladas no estudo. A qPCR foi realizada utilizando os iniciadores IRBPfwd:
5TCC AAC ACC ACC ACT GAG ATC TGG AC 3 e IRBPrev: 5" GTG AGG AAG
AAA TCG GAC TGG CC 3, que flanqueiam uma regiao de 227 pb (Ferreira et al.,
2010). A reacdo ocorreu nas mesmas condicbes e mesma ciclagem da gPCR

citada anteriormente.

4.8 Anédlises estatisticas

As diferencas de positividade em cada comparacdo entre tecidos, entre
espécies, entre microambientes e entre areas de estudo foram analisadas pelo teste
do Qui-quadrado (x?). O nivel de significancia utilizado para todas as analises foi de
5%.

Na comparacdo das cargas parasitarias foram utilizados testes nao-
paramétricos devido ao niumero de amostras, a fim de comparar a carga parasitaria
mediana entre as categorias de algumas variaveis (Teste de Kruskal-Wallis, Teste
de Mann-Whitney).

O teste Kruskal-Wallis é utilizado para detectar se ha diferenca na carga
parasitaria quando se considera mais de dois grupos. O nivel de significancia
utilizado nos testes Kruskal-Wallis foi de 5%, e consequentemente, os pvalores
menores que o nivel de significancia indicam uma diferenca estatistica significativa
entre os grupos. Quando o teste de Kurskal-Wallis detecta diferencas entre os
grupos, utiliza-se o teste de Mann-Whitney (Wilcoxon-Mann-Whitney) para duas
amostras independentes dois a dois para verificar entre quais grupos esta essa

diferenca.

Foram realizados todos os ajustes nos diferentes grupos para a realizacao

dos testes estatisticos.

Para a realizacdo destas analises e construcdo dos graficos foi utilizado o

programa Graph Pad Prism 6.
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5.1 Pequenos mamiferos capturados

No presente estudo foram utilizadas amostras de 348 espécimes de
pequenos mamiferos de 14 espécies, sendo oito espécies de roedores (Cerradomys
subflavus, Mus musculus, Necromys lasiurus, Oligoryzomys sp., Rattus norvegicus,
Rattus rattus, Rhipidomys mastacalis e Thrichomys apereoides) e seis espécies de
marsupiais (Didelphis albiventris, Didelphis aurita, Gracilinanus agilis, Gracilinanus
microtarsus, Marmosops incanus e Micoureus demarerae) que foram capturados em
projetos anteriores realizados por colaboradores pertencentes ao nosso grupo de
pesquisa, com excecdo do municipio de Brumadinho, onde as coletas foram

realizadas durante a execucao deste estudo.

A maioria dos pequenos mamiferos foi capturada em areas nao urbanizadas
(areas de mata e pastos) das diferentes localidades amostradas (Figura 8) e a

maioria dos espécimes coletados foram da ordem Rodentia (Figura 9).

Na Regional Nordeste de Belo Horizonte foram capturados 97 espécimes,
sendo 42 em éarea urbanizada (peridomicilio) e 55 em éarea ndo urbanizada (area
verde e &rea de pasto), pertencentes a sete espécies, sendo cinco de roedores
(Cerradomys subflavus, Mus musculus, Necromys lasiurus, Rattus norvegicus e
Rattus rattus) e duas de marsupiais (Didelphis albiventris e Didelphis aurita) (Tabela
2)(Figura 9). Algumas espécies foram capturadas apenas em &rea nao urbanizada:
Cerradomys subflavus, um roedor de tamanho médio, Necromys lasiurus, um
pequeno roedor silvestre e Didelphis aurita, uma espécie de gamba. Didelphis
albiventris, o animal mais amostrado nesta area, € um marsupial importante por sua
aproximacdo comum a habitagbes humanas, mas ocorreu principalmente na area
verde, demonstrando menor sinantropismo que Mus musculus, o camundongo de
casa. Rattus rattus, o rato preto de telhado e R. novergicus, a ratazana de esgoto,
todos roedores comensais sinantropicos que sdo espécies introduzidas e que foram

capturados principalmente em areas urbanizadas.

No municipio de Divinépolis foram capturados 102 espécimes, sendo trés em
area urbanizada e 99 em area nao urbanizada, pertencentes a nove espécies: seis
de roedores (Cerradomys subflavus, Mus musculus, Necromys lasiurus,
Oligoryzomys sp., Rattus norvegicus e Rattus rattus) e trés de marsupiais (Didelphis
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albiventris, Gracilinanus agilis e Micoureus demarerae) (Tabela 2) (Figura 9). O
mamifero mais amostrado também foi Didelphis albiventris. O segundo pequeno
mamifero mais amostrado foi o Necromys lasiurus (Figura 9), um roedor terrestre,
comum nos cerrados, caatinga e mata atlantica. As outras espécies (Cerradomys
subflavus, Oligoryzomys sp., Micoureus demererae, Mus musculus, Rattus
novergicus, Rattus rattus e Gracilinanus agilis) tiveram uma menor frequéncia de

exemplares capturados.

Na Localidade Casa Branca pertencente ao municipio de Brumadinho foram
capturados 25 pequenos mamiferos, todos em area ndo urbanizada, de quatro
diferentes espécies, sendo duas espécies de roedores (Cerradomys subflavus e
Rattus rattus) e duas espécies de marsupiais (Didelphis albiventris e Marmosops
incanus) (Tabela 2). As coletas foram realizadas apenas no peridomicilio de
residéncias situadas em condominios com presenca predominante de area verde. O
roedor Rattus rattus foi a espécie mais capturada, seguida pelo marsupial Didelphis
albiventris, pelo roedor Cerradomys subflavus e pelo marsupial Marmosops incanus

(figura 9).

Na Terra Indigena Xakriabd, localizada no municipio de Sdo Jodo das
Missdes, foram capturados 97 pequenos mamiferos, sendo 90 em area nao
urbanizada e sete no peridomicilio, pertencentes a sete espécies, trés roedores
(Rattus rattus, Rhipidomys mastacalis e Thrichomys apereoides) e quatro marsupiais
(Didelphis albiventris, Gracilinanus agilis, Gracilinanus microtarsus e Marmosops
incanus) (Tabela 2)(Figura 9). O roedor Thrichomys apereoides foi a espécie mais
amostrada seguida pelo marsupial Didelphis albiventris. Rhipidomys mastacalis foi o
segundo roedor mais amostrado. As outras especies, Gracilinanus agilis,
Marmosops incanus e Rattus rattus, contribuiram com um menor nimero na fauna

de pequenos mamiferos capturada na area no periodo estudado (Figura 9).

No distrito de Barra do Guaicui em Varzea da Palma, foram capturados 25
espécimes, sendo nove em area urbanizada e 16 em &rea nao urbanizada,
pertencentes a trés espécies, sendo dois roedores (Rattus rattus e Thrichomys
apereoides) e uma espécie de marsupial (Didelphis albiventris) (Tabela 2)
(Sanguinete — dados nao publicados). O distrito de Barra do Guaicui em Varzea da
Palma apresentou a menor variedade de espécies capturadas, e o roedor

61



Resultados

Thrichomys apereoides foi a espécie mais amostrada, seguida por Rattus rattus e

pelo marsupial Didelphis albiventris (Figura 9).

Tabela 2: Lista dos pequenos mamiferos capturados por espécie e ambiente nas areas de estudo.

cal
Regional Nordeste Divinépolis Casl;lobranca Xakriaba Barra do Guaicui
e Peridomicilio Area o Peridomicilio Area g Peridomicilio Peridomicilio Areanéo Peridomicilio Area ndo TOTAL
urbanizada urbanizada (&rea verde) urbanizada urbanizada

Cerradomys subflavus 0 5 0 5 0 0 0 0 15
Mus musculus 20 4 2 0 0 0 0 0 0 26
Necromys lasiurus 5 0 38 0 0 0 0 0 43
Oligoryzomys sp. 0 0 5 0 0 0 0 0 5
Rattus norvegicus 1 0 2 0 0 0 0 0 11
Rattus rattus 11 8 1 0 10 1 0 7 0 38
Rhipidomys mastacalis 0 0 0 0 0 7 0 0 7
Thrichomys apereoides 0 0 0 0 0 1 63 0 12 76
Total 39 23 & 50 15 2 70 7 12 221
Didelphis albiventris 3 31 0 45 9 5 14 2 4 113
Didelphis aurita 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Gracilinanus agilis 0 0 0 1 0 0 B 0 0 4
Gracilinanus microtarsus 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Marmosops incanus 0 0 0 0 1 0 2 0 0 3
Micoureus demarerae 0 0 0 3 0 0 0 0 0 3

Total 3 32 0 49 10 5 20 2 4 125

Total 42 55 3 99 25 7 90 9 16 346

Roedores
Marsupiais
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Figura 8: Grafico representando o nimero de pequenos mamiferos capturados segundo a area de estudo e o

ambiente de coleta.
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Figura 9: Grafico representando o nimero de pequenos mamiferos capturados segundo a ordem e as espécies por area de estudo.
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5.2 Deteccao de Leishmania spp. nos pequenos mamiferos

Foram testadas amostras dos 346 animais utilizando um par de iniciadores
gue amplifica a regido conservada do DNA minicircular do cinetoplasto de todas as
espécies de Leishmania (Rodgers et al. 1990; Degrave et al., 1994). Um total de
1519 amostras provenientes de diferentes tecidos (baco, figado, medula, pele de

cauda e pele de orelha) dos animais foi utilizado.

Dos 346 animais testados, 78 (22%) foram positivos em pelo menos um
tecido. Apenas quatro espécies ndo apresentaram nenhum exemplar positivo por
PCR dirigida ao kKDNA: Oligoryzomys sp., Didelphis aurita, Gracilinanus microtarsus
e Micoureus demarerae. Porém, essas espécies tiveram um baixo numero de

exemplares capturados (Tabela 3).
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Regional Nordeste Divindpolis Casa Branca Xakriaba Barra do Guaicui
Espécie Peridomicilio u’ré\t;Ziiggga Peridomicilio u'r&t;eeliigidoa Té?rreiio\girilﬂei? Peridomicilio u’ré\t;:‘liigiga Peridomicilio u'r&t;eeliigidoa TOTAL
+/n (%) +/n (%) +/n (%) +/n (%)  +/n(%) +/n(%) +/n (%) +/n (%) +/n (%) +/n (%) +/n (%)

Cerradomys subflavus - 1/5 (20) - 1/5 (20) 1/5 (20) - - - - 3/15 (20)
Mus musculus 6/20 (30) 2/4 (50) 1/2 (50) - - - - - - 9/26 (35)
Necromys lasiurus - 1/5(20) - 2/38 (5) - - - - - 3/43 (7)
Oligoryzomys sp. - - - 0/5 - - - - - 0/5
Rattus norvegicus 2/8 (25) 0/1 - 0/2 - - - - - 2/11 (18)
Rattus rattus 6/11 (55) 1/8(13) 0/1 - 2/10(20) 1/1 (100) - 0/7 - 10/38 (26)
Rhipidomys mastacalis - - - - - - 3/7 (43) - - 3/7 (43)
Thrichomys apereoides - - - - - 1/1(100) 19/63 (44) - 1/12(8) 21/76 (28)
Total 14/39(36)  5/23(22) 1/3(33) 3/50 (6) 3/15 (20) 2/2(100)  22/70(31) 0/7 1/12(8)  51/221(23)
Didelphis albiventris 1/3(33) 7/31 (23) - 5/45 (11) 2/9(22) 1/5 (20) 5/14 (36) 0/2 1/4(25)  22/113(19)
Didelphis aurita - 0/1 - - - - - - - 0/1
Gracilinanus agilis - - - 0/1 - - 3/3 (100) - - 3/4 (75)
Gracilinanus microtarsus - - - - - - 0/1 - - 0/1
Marmosops incanus - - - - 1/1(100) - 1/2 (50) - - 2/3(67)
Micoureus demarerae - - - 0/3 - - - - - 0/3

Total 1/3 (33) 7/32(22) - 5/49 (10) 3/10(30) 1/5 (20) 9/20 (45) 0/2 1/4(25)  27/125(22)

Total 15/42(36) 12/57(21)  1/3(33) 8/99 (8) 6/25 (24) 3/7 (43)  31/90(34) 0/9 2/16(13)  78/346(23)

Tabela 3: Resultado da PCR dirigida ao kDNA, por espécie, ambiente e area de estudo.
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A porcentagem de animais positivos por area de estudo variou muito, sendo a
maior observada na Terra Indigena Xakriaba (35%), seguido pela Regional Nordeste
de Belo Horizonte (27%), Casa Branca (24%), Divinopolis (9%) e Barra do Guaicui
(8%) (Figura 10). Houve diferenca significativa entre as positividades da Regional
Nordeste e Divinopolis, Regional Nordeste e Barra do Guaicui, Divinopolis e

Xakriaba e Xakriaba e Barra do Guaicui.
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Figura 10: Percentual de positividade da PCR dirigida ao kDNA por area estudo.

Quanto as espécies capturadas, o maior percentual de positividade foi
observado nas espécies Marmosops incanus (75%) e Gracilinanus agilis (67%),
porém, essas duas espécies tiveram um numero muito baixo de exemplares
capturados. Thrichomys apereoides e Didelphis albiventris que tiveram um ndmero
expressivo de exemplares capturados (76 e 113 respectivamente) também tiveram

uma positividade considerada alta (28% e 19%) (Figura 11).

67



Resultados

75%

19%

0% 0% 0% 0%

8 CRE ) 3 & S R @
@P}\ A SR\ 6@@- ‘%.@} Q\\,x) & @@Q\} S R %0& @}.;,0 @‘b
o W & ¥ @ s P & @ & e P @
& o @ & N SN\ & e ORI Y &
o 09 AN S [ & S =] ({\‘% c“' Q\Q é@
&P W e & W &S e WP
ClP © SR P O I
0 \}‘}{3’ @Q\ \(F' {.{ (j\ Q \L g\\\{\ \&'\\Go
?‘ 'ﬂ@ S 0‘@

Figura 11: Gréfico representando a positividade da PCR dirigida ao kDNA por espécie amostrada.

Com relacao aos tecidos (Tabela 4), o que apresentou maior positividade foi o
figado (14%), seguido por medula (9%), bago (6%), pele de orelha (5%) e pele de
cauda (4%). Houve diferenca significativa entre as positividades das amostras de
medula e figado, figado e pele de cauda, figado e pele de orelha e medula e pele de
cauda (Figura 12).

Tabela 4: Positividade na PCR KDNA com relacdo a area de estudo e tecido utilizado.

Tecidos

Municipio Figado Baco Pele de orelha Pele de cauda  Medula Total
+/total +/total +/total +/total +/total +/total

Regional Nordeste 12/99 5/99 4/99 - 7/99 28/396
Casa Branca 5/25 3/25 1/25 2/25 0/25 11/125
Divin6polis 2/102 3/102 5/102 1/102 - 11/408
Xakriab& 19/89 9/97 6/91 9/91 15/97 58/465

Barra do Guaicui 1/25 0/25 1/25 0/25 0/25 2/125

Total 49/340 20/348 17/342 9/243 22/246 110/1519
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.

Figura 12: Gréfico representando o percentual de positividade na PCR kDNA por tecido coletado em
pequenos mamiferos.

5.3 Identificacdo da espécie de Leishmania

Para a identificacdo da espécie de Leishmania todas as amostras foram
submetidas a PCR dirigida ao hsp70, e dos 346 pequenos mamiferos, 58 (17%)
foram positivos. 20 amostras que foram positivas na PCR KDNA né&o foram positivas
na PCR hsp70 e portanto ndo tiveram as espécies identificadas (Tabela 5). Vale
ressaltar que todas as amostras positivas para o hsp70 também foram positivas para
o0 kDNA e que néao foi observada diferenca significativa quando comparados os dois
alvos utilizados (KDNA e hsp70) (p<0,05).

As amostras positivas para o hsp70 foram submetidas a digestao pela enzima
Hae Ill, e dentre estas, 41 (70,7%) apresentaram perfil condizente com Leishmania
braziliensis, 12 (20,7%) com Leishmania infantum e 5 (8,6%) com Leishmania
guyanensis (Figuras: 13, 14, 15, 16 e 17 e Tabela 6).
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Tabela 5: Amostras positivas na PCR- kDNA que néo foram identificadas pela RFLP hsp70

= Local

Especie Regional Nordeste Divinopolis  Casa Branca Xakriaba TOTAL
Mus musculus 4 4
Rattus norvegicus 1 1
Rattus rattus 4 4
Rhipidomys mastacalis 2 2
Thrichomys apereoides 4 4
Didelphis albiventris 2 2 4
Marmosops incanus 1 1
Total 9 2 1 8 20
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Figura 13: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene hsp70 amplificado a partir de DNA extraido dos pequenos mamiferos. PM — 100pb, La —
cepa padrao L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Lb — cepa padréo L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Li — cepa padrao L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Lg — cepa
padrao L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). 1 a 15 — amostras de DNA provenientes de tecidos dos pequenos mamiferos da Regional Nordeste de Belo Horizonte.
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Figura 14: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene hsp70 amplificado a partir
de DNA extraido dos pequenos mamiferos. PM — 100pb, La — cepa padrdo L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PHS8), Lb — cepa padrao L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Li — cepa padrao L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e Lg — cepa padrdo L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). 1 a 13 — amostras de
DNA provenientes de tecidos dos pequenos mamiferos da localidade Casa Branca no Municipio de
Brumadinho.
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Figura 15: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene hsp70 amplificado a partir
de DNA extraido dos pequenos mamiferos. PM — 100pb, La — cepa padrdao L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PHS8), Lb — cepa padrao L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Li — cepa padrao L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e Lg — cepa padréo L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). 1 e 2 - amostras de DNA
provenientes de tecidos dos pequenos mamiferos de Barra do Guaicui - Varzea da Palma. 3 a 8 -
amostras de DNA provenientes de tecidos dos pequenos mamiferos de Divindpolis.
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Figura 16: Resultado representativo do perfil da digestdo com Haelll do gene hsp70 amplificado a partir
de DNA extraido dos pequenos mamiferos. PM — 100pb, La - cepa padrdao L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), Lb — cepa padréo L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Li — cepa padrdo L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e Lg — cepa padrdo L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). 1 a 8 — amostras de DNA
provenientes de tecidos dos pequenos mamiferos da Terra Indigena Xakriaba.
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Tabela 6: Espécie de Leishmania identificada através da RFLP-hsp70 por espécie de pequeno mamifero e por area de estudo.

Espécie de Leishmania

Pequenos Mamiferos

Regional Nordeste Casa Branca Divindpolis Xakriaba Barra do Guaicui
Cerradomys subflavus L. braziliensis (1) L. braziliensis (1) L. braziliensis (1)
Mus musculus L. braziliensis (2), L. infantum (2) L. infantum (1)
Necromys lasiurus L. braziliensis (1) L. braziliensis (2)
Rattus norvegicus L. braziliensis (1)
Rattus rattus L. braziliensis (2), L. infantum (1) L. braziliensis (1), L. infantum (1) L. infantum (1)
Rhipidomys mastacalis L. infantum (1)

L. braziliensis (10), L. infantum

Thrichomys apereoides (2), L. guyanensis (4)

L. braziliensis (1)

Didelphis albiventris L. braziliensis (5), L. infantum (3) L. braziliensis (2) L. braziliensis (3) L. braziliensis (4) L. braziliensis (1)
Gracilinanus agilis L. braziliensis (3)
Marmosops incanus L. guyanensis (1)
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Figura 17: Grafico representando as espécies de Leishmania identificadas nos
pequenos mamiferos nas areas de estudo.

Foi observado que a espécie L. (V.) braziliensis foi encontrada infectando uma

maior variedade de espécies de pequenos mamiferos. Ja L. (L.) infantum, foi

encontrada infectando, em sua maioria animais introduzidos e sinantrépicos. L.(V.)

guyanensis, que apresentou um menor

encontrada apenas em espécies silvestres (Figura 18).
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Figura 18: Grafico representando as espécies de Leishmania identificadas de acordo com as
espécies de animais capturados.
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5.3.1 Espécie de Leishmania por area estudada e tipo de tecido avaliado

Serdo apresentados os resultados da identificacdo das espécies de
Leishmania de cada area estudada de acordo com o tecido analisado.

Nos pequenos mamiferos capturados na regional Nordeste, a maioria das
amostras de figado analisadas estavam infectadas com L. braziliensis (89%).
Cinquenta porcento das amostras de bago estavam infectadas com L. braziliensis e
50% com L. infantum. Cem porcento das amostras de pele de orelha estavam
infectadas com L. infantum e 100% das amostras de medula com L. braziliensis
(Tabela 7).

Tabela 7: Espécies de Leishmania detectadas nos diferentes tecidos dos pequenos mamiferos
capturados na Regional Nordeste.

Regional Nordeste
Espécie Tecido
Figado Baco Pele de orelha Medula

Cerradomys subflavus L. braziliensis (1)

L. braziliensis (2)

Mus musculus L. infantum (1)

L. braziliensis (1) L. infantum (1) L. braziliensis (1)

Necromys lasiurus L. braziliensis (1)
Rattus norvegicus L. braziliensis (1)
Rattus rattus L. braziliensis (1) L. infantum (1) L. braziliensis (1)
Didelphis albiventris L. braziliensis (2) L. braziliensis (1) L. infantum (2) L. braziliensis (2)

L. infantum (1)

Nos pequenos mamiferos coletados no Municipio de Divindpolis, apenas uma
amostra de pele de cauda de M. musculus estava infectada por L. infantum. Todas

as outras amostras estavam infectadas por L. braziliensis (Tabela 8).
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Tabela 8: Espécies de Leishmania detectadas nos diferentes tecidos dos pequenos mamiferos
capturados em Divindépolis.

Divindpolis
Espécie Tecido
Figado Baco Pele de cauda Pele de orelha
Cerradomys subflavus L. braziliensis (1)
Mus musculus L. infantum (1)
Necromys lasiurus L. braziliensis (1) L. braziliensis (1) L. braziliensis (1)
Didelphis albiventris L. braziliensis (1) L. braziliensis (1) L. braziliensis (1)

Na Localidade Casa Branca, duas amostras de R. rattus estava infectadas por
L. infantum, uma de figado e uma de bago. Todas as outras amostras estavam
infectadas por L. braziliensis (Tabela 9).

Tabela 9: Espécies de Leishmania detectadas nos diferentes tecidos dos pequenos mamiferos
capturados na Localidade Casa Branca.

Casa Branca
Espécie Tecido
Figado Baco Pele de cauda Pele de orelha

Cerradomys subflavus L. braziliensis (1) L. braziliensis (1)

L. braziliensis (1)

Rattus rattus L. infantum (1) L. infantum (1)

L. braziliensis (1)

Didelphis albiventris L. braziliensis (2) L. braziliensis (1) L. braziliensis (1) L. braziliensis (1)

Na Terra Indigena Xakriab4, 78% das amostras de figado estavam infectadas
por L. braziliensis, 11% por L. infantum e 11% por L. guyanensis. Nas amostras de
baco, 57% por L. braziliensis, 29 por L. infantum e 14 por L. guyanensis. Cem
porcento das amostras de pele de cauda estavam infectadas por L. braziliensis, e
das amostras de pele de orelha, 50% por L. braziliensis e 50% por L. guyanensis. E
nas amostras de medula, 63% apresentaram infecgéo por L. braziliensis, 12% por L.

infantum e 25% por L. guyanensis (Tabela 10).
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Tabela 10: Espécies de Leishmania detectadas nos diferentes tecidos dos pequenos mamiferos

capturados na Terra Indigena Xakriaba.

Xakriab4
Espécie Tecido
Figado Bago Pele de cauda Pele de orelha Medula
Rattus rattus L. infantum (1)
Rhipidomys mastacalis L. infantum (1)
L. braziliensis (4) L. braziliensis (3) L. braziliensis (1) - Praziiensis (3)

Thrichomys apereoides L qenaes @) L e (@) L. braziliensis (5) L. guyanensis (1)

L. guyanensis (2)
L. infantum (1)

Didelphis albiventris L. braziliensis (3) L. braziliensis (1) L. braziliensis (1)
Gracilinanus agilis L. braziliensis (1) L. braziliensis (1) L. braziliensis (1)
Marmosops incanus L. guyanensis (1) L. guyanensis (1)

Os dois unicos pequenos mamiferos positivos capturados em Varzea da

Palma estavam infectados por L. braziliensis, sendo um deles em amostra de figado

(Thrichomys apereoides) e o outro em amostra de pele de orelha (Dedelphis

albiventris).

L. braziliensis foi encontrada infectando todos os tipos de tecidos analisados,

e podemos observar que a pele de orelha se mostrou eficiente na deteccéo das trés

espécies de Leishmania encontradas nos animais avaliados (Figura 19).
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Figura 19: Espécie de Leishmania identificada pela PCR-RFLP do hsp70 de acordo com o tecido.

5.4 Quantificacdo da carga de Leishmania nos pequenos mamiferos
coletados nas areas de estudo de Minas Gerais

Os dados obtidos a partir dos diferentes experimentos de gPCR kDNA com
DNA extraido dos tecidos dos pequenos mamiferos e as diferencas estatisticas
detectadas nas analises estao apresentadas em forma de gréficos e tabelas.

Testes nédo-paramétricos foram utilizados, devido ao pequeno numero de
amostras positivas, a fim de comparar a carga parasitaria entre as categorias de
algumas varidveis (Teste de Kruskal-Wallis, Teste de Mann- Whitney). Foram
consideradas variaveis independentes as amostras de diferentes tecidos do mesmo
hospedeiro.

Primeiramente serdo apresentadas as analises realizadas com os resultados
obtidos em cada uma das areas estudadas seguida da analise conjunta dos dados
das areas por espécie e tipo de tecido avaliado.
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5.4.1 Analise da carga parasitaria dos pequenos mamiferos capturados na
Regional Nordeste de Belo horizonte

Dos 27 exemplares positivos foram analisadas 28 amostras e a média da
carga parasitaria (parasitos/mg) observada foi de 0,768 e desvio-padrdo de 0,91.
A carga teve valores variando de 0,017 a 3,24 parasitos/mg.

Na figura 20 estdo mostradas as comparacdes da carga parasitaria nas
amostras em relacdo ao ambiente de coleta dos animais (A), a espécies de
mamifero (B), a espécie de Leishmania identificada (C) e o tipo de tecido

analisado (D).

Figura 20: Grafico representando os resultados de gPCR realizada com amostras de DNA extraido
de pequenos mamiferos da regional Nordeste de Belo Horizonte em relagdo ao local de coleta (A), &
espécie do hospedeiro (B), a espécie de Leishmania (C) e ao tipo de tecido (D).

Ha diferenca estatisticamente significativa, entre as distribuicbes das cargas
parasitarias segundo o ambiente de coleta, sendo maior em amostras coletadas
no peridomicilio. As medianas das cargas parasitarias também se diferem entre

os tipos de tecidos, sendo esta diferenca significativa entre baco e medula, e
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entre medula e pele de orelha. Nao ha diferenca significativa de carga parasitaria

segundo espécie de hospedeiro e segundo espécie de Leishmania (Figura 20).

5.4.2 Analise da carga parasitaria dos pequenos mamiferos capturados
em Divinoépolis

Das 11 amostras analisadas, a média da carga parasitaria (parasitos/mg)
observada foi de 18,8 e desvio-padrdo de 28,0. A carga teve valores variando de
0,07 a 94,9 parasitos/mg. A figura 21 representa os resultados das analises das
quantificacdes da carga parasitaria realizadas com amostras de diferentes tecidos
dos pequenos mamiferos capturados no peridomicilio e em areas verdes do

municipio de Divinopolis.

Figura 21: Grafico representando os resultados de gPCR realizada com amostras de DNA extraido
de pequenos mamiferos de Divindpolis em relagcdo ao local de coleta (A), a espécie do hospedeiro
(B), a espécie de Leishmania (C) e ao tipo te tecido (D).

Ha diferenca estatisticamente significativa entre as distribuicbes das cargas
parasitarias segundo o local de coleta, sendo maior em amostras coletadas em

areas verdes. As cargas parasitarias também séo diferentes entre as espécies de
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hospedeiros Didelphis albiventris e Necromys lasiurus, sendo mais elevada na
primeira. Nao ha diferenca significativa de carga parasitaria segundo o tipo de tecido

e espécie de Leishmania (Figura 21).

5.4.3 Analise da carga parasitaria dos pequenos mamiferos capturados na
localidade Casa Branca em Brumadinho

Das 11 amostras analisadas, a média da carga parasitaria (parasitos/mg)
observada foi de 12,1 e desvio-padréo de 30,1. A carga teve valores variando de 0,7
a 102,5 parasitos/mg. A figura 22 representa os resultados das analises das
quantificacdes da carga parasitaria realizadas com amostras de diferentes tecidos
dos pequenos mamiferos capturados no peridomicilio localizado em area verde da

Localidade Casa Branca, no Municipio de Brumadinho.

Figura 22: Gréfico representando os resultados de qPCR realizada com amostras de DNA extraido
de pequenos mamiferos de Brumadinho em relagdo a espécie do hospedeiro (A), a espécie de
Leishmania (B) e ao tipo te tecido (C).
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A totalidade de amostras foi coletada em area verde. Ndo ha diferenca
significativa nas distribuicdes da carga parasitaria segundo espécie de hospedeiro,

tipo de tecido e espécie de Leishmania (Figura 22).

5.4.4 Analise da carga parasitaria dos pequenos mamiferos capturados na
Terra Indigena Xakriaba

Das 57 amostras analisadas, a média da carga parasitaria (parasitos/mg)
observada foi de 103,6 e desvio-padréo de 163,5. A carga teve valores variando de
1,16 a 508,8 parasitos/mg. A figura 23 representa os resultados das analises das
quantificacbes da carga parasitaria realizadas com amostras de diferentes tecidos
dos pequenos mamiferos capturados no peridomicilio e em area verde na Terra

Indigena Xakriaba.

Figura 23: Gréfico representando os resultados de gPCR realizada com amostras de DNA extraido
de pequenos mamiferos da Terra Indigena Xakriaba em relacédo ao local de coleta(A), a espécie do
hospedeiro (B), a espécie de Leishmania (C) e ao tipo te tecido (D).
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Héa diferenca estatisticamente significativa, entre as distribuicbes das cargas

parasitarias segundo o local de coleta, sendo maior em amostras coletadas em area

ndo urbanizada. As distribuicbes das cargas parasitarias foram diferentes entre as

espécies L. braziliensis e L. guyanensis e entre L. guyanensis e L. infantum. Nao ha

diferenca significativa da carga parasitaria segundo o tipo de tecido e espécie de

hospedeiro (Figura 23).

5.4.5 Analise conjunta das areas estudadas

A seguir serdo apresentados os resultados numeéricos referentes as analises

da carga parasitaria nos pequenos mamiferos, considerando todas as areas

estudadas. Na tabela 11 estdo representadas as médias de parasitos/mg das

espécies capturadas.

Tabela 11: Carga parasitaria média (parasitos/mg) por espécie de hospedeiro e por area de estudo.

Espécie

Local de captura

Belo Horizonte Divinoépolis Brumadinho Xakriaba Véarzea da Palma

Cerradomys subflavus 1,13 4,62 2,86 - -
Mus musculus 1 2,46 - - -
Necromys lasiurus 0,10 0,74 - - -
Rattus norvegicus 1,67 - - - -
Rattus rattus 0,81 - 4,31 4,6 -
Rhipidomys mastacalis - - - 107,3 -

Thrichomys apereoides - - - 99,08 13,88

Didelphis albiventris 0,36 32,35 27,33 163,39 1,06
Gracilinanus agilis - - - 38,74 -
Marmosops incanus - - 0,95 37,03 -
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Figura 24: Gréfico representando os resultados de gPCR realizado com amostras de DNA extraido
de pequenos mamiferos das areas de estudo.

Pela analise da figura 24 podemos observar que a carga parasitaria nos
pequenos mamiferos da Terra Indigena Xakriaba é estatisticamente maior que nas
outras areas. Também foi observada diferenca significativa entre Belo Horizonte e

Divin6polis e Belo Horizonte e Brumadinho.

As amostras dos pequenos mamiferos de Varzea da Palma ndo foram
utilizadas para a realizacédo das analises devido ao pequeno numero de exemplares

positivos (2).

Considerando que nem todas as espécies foram capturadas em todas as
areas de estudo, e mesmo capturadas algumas espécies nao apresentaram
nenhuma amostra positiva em determinada area, serdo feitas as seguintes

comparacoes:

Com relacdo a carga parasitaria por espécie de animal capturado nas areas
de estudo, serdo apresentadas as analises dos pequenos mamiferos que tiveram
um numero de exemplares com a carga parasitaria quantificada suficiente para a

realizacdo de testes estatisticos.
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Didelphis albiventris apresentou uma carga parasitaria maior na Terra

Indigena Xakriaba em relacéo as outras areas de estudo (Figura 25).

Figura 25: Grafico representando a carga parasitaria de Leishmania na
espécie Didelphis albiventris com relacédo a area de captura.

Os roedores Rattus rattus e Cerradomys subflavus ndo apresentaram

diferenca na carga parasitaria em relacéo as areas de estudo (Figuras 26 e 27).
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Figura 26: Gréfico representando a carga parasitaria de Leishmania na
espécie Rattus rattus com relacao a area de captura.

Figura 27:. Grafico representando a carga parasitaria de Leishmania na
espécie Cerradomys subflavus com relacédo a area de captura.
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Com relacéo ao tipo de tecido, na tabela 12 estdo representados os valores

médios da carga parasitaria de Leishmania por espécie de animal.

Tabela 12: Carga parasitaria média (parasitos/mg) por espécie de hospedeiro e por tipo de tecido.

Tipo de tecido

Especie Figado Baco Pele de cauda Pele de orelha Medula
Cerradomys subflavus 1,67 8,33 3,52 0,91 -
Mus musculus 0,77 - - 2,98 0,46
Necromys lasiurus 0,10 - - 0,74 -
Rattus norvegicus - 1,67 - - -
Rattus rattus 0,77 4,85 3,1 0,6 -
Rhipidomys mastacalis 27,5 10,58 - - 235,46
Thrichomys apereoides 71,01 15,96 209,42 125,42 78,73
Didelphis albiventris 26,05 141,23 219,7 23,13 36,35
Gracilinanus agilis 70,61 - 3,54 6,82 74,01
Marmosops incanus 0,95 55,74 - 18,32 -

Com relacdo as espécies que tiveram um nuamero suficiente de amostras

quantificadas para a realizacdo de testes estatisticos, o roedor Rattus rattus

apresentou uma carga parasitaria maior em amostras de baco em relacdo a

amostras de figado, pele de cauda e pele de orelha (Figura 28).

Figura 28: Gréfico representando a carga parasitaria de Leishmania na espécie
Rattus rattus com relacéo ao tipo de tecido.
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J& os roedores Rhipidomys mastacalis, Thrichomys apereoides e o marsupial
Didelphis albiventris ndo apresentaram diferencas significativas nas cargas

parasitarias em relacao aos tecidos analisados (Figuras 29, 30 e 31).

Figura 29: Gréfico representando a carga parasitaria de Leishmania na
espécie Rhipidomys mastacalis com relagéo ao tipo de tecido.

Figura 30: Gréfico representando a carga parasitaria de Leishmania na
espécie Thrichomys apereoides com relagdo ao tipo de tecido.
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Figura 31: Grafico representando a carga parasitaria de Leishmania na
espécie Didelphis albiventris com relacéo ao tipo de tecido.

Com relacéo as espécies dos animais, independente da area de estudo, foram
realizadas analises comparando as cargas parasitarias nas peles. Este tecido foi
escolhido por sua importancia na transmissdo da doenca por ser o primeiro a ter

contato com o parasito durante o repasto sanguineo do flebotomineo infectado.

Figura 32: Gréfico representando os resultados de gPCR realizado com amostras de DNA extraido
das peles dos pequenos mamiferos capturados nas areas estudadas.
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Foi observada diferenca estatisticamente significativa apenas entre Thrichomys

apereoides e Rattus rattus, e Thrichomys apereoides e Necromys lasiurus.
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O papel desempenhado pelos diferentes hospedeiros mamiferos da maioria
das espécies de Leishmania ainda é pouco compreendido, o que reforca a
necessidade de estudos que verificam a distribuicdo destes parasitos em outros
mamiferos além daqueles classicamente descritos como reservatorios (Cassia-Pires
et al., 2014).

Os cées sdao historicamente apontados como reservatorios de L. (L). infantum.
A Leishmaniose visceral canina, assim como a doen¢a humana estd bastante
disseminada no pais. A importancia da infec¢cdo canina é destacada por varias
razdes, como o convivio do cdo e sua aproximacdo com o homem, o fato de servir
de fonte de repasto para o flebotomineo, atraindo o vetor para perto do homem, alta
densidade populacional canina, a susceptibilidade que o cdo apresenta a L. (L.)
infantum e a existéncia de um grande numero de cdes assintomaticos com intenso

parasitismo cutaneo (Killick-Kendrick et al., 1997).

A discussédo do papel do cdo na epidemiologia da LTA € ainda controversa.
Alguns autores consideram o cdo apenas um hospedeiro acidental, assim como o
homem (Laison & Shaw, 1970). Outros, entendem o papel do cdo como elo de
ligacdo dos animais silvestres para o homem, no ciclo epidemiolégico da doenca
(Coutinho et al., 1985; Pirmez et al., 1988).

As medidas de controle recomendadas pelo Ministério da Saude do Brasil
para a leishmaniose visceral sdo a eliminacdo de cées soropositivos, combate ao
inseto vetor e tratamento dos casos humanos. Porém essas medidas ndo estédo se
mostrando eficientes para conter o ciclo de transmissdo nas areas endémicas e o
que esta sendo observado é o aumento do nimero de casos humanos e caninos.
Este fato sugere que a epidemiologia das leishmanioses, especialmente em relagcéo
a leishmaniose visceral, apresenta um quadro mais complexo do que o
classicamente descrito. A persisténcia das leishmanioses em areas alteradas indica
a ocorréncia de uma transmissdo secundaria, peridomeéstica destes parasitos, 0 que
aponta a necessidade de estudos mais aprofundados sobre outros possiveis

reservatorios de Leishmania spp.

E dito que o parasito e seus hospedeiros coadaptam-se de maneira a

conviverem em certa harmonia. Que quanto menores forem os danos causados pelo
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parasito ao hospedeiro e quanto mais constante for a incidéncia da infeccdo em
dada populacdo, mais antiga e equilibrada deve ser a relacdo entre eles (Ashford,
1996; Avila-Pires, 2005). Entretanto, sabe-se que essa relacdo antiga entre parasito-
hospedeiro ndo evolui necessariamente para uma relagdo harmoénica, mas para uma
que favoreca a maior transmissibilidade do parasito, sendo esta dependente de sua
estratégia reprodutiva (Giorgio, 1995; Woolhouse, Taylor & Haydon, 2001). Existem
vérias discussdes sobre os conceitos acerca de hospedeiros e reservatorios (Shaw,
1988; Ashford, 1996; Haydon et al., 2002; Chaves et al., 2007; Roque & Jansen,
2014). O termo hospedeiro esta relacionado a uma espécie que abriga um parasito
oportunista que pode ou ndo comprometer sua sobrevivéncia (Avila-Pires, 2005).
Para ser empregado o termo reservatério, necessita que o hospedeiro preencha
alguns critérios, como: (a) superposicdo espaco/tempo com o0s vetores; (b)
sobreviver o suficiente para garantir a transmissao; (c) apresentar uma prevaléncia
de infeccdo de pelo menos 20%; (d) manter o parasito na pele ou no sangue em
quantidade suficiente para infectar facilmente o vetor; e (e) apresentar a mesma

espécie de parasito encontrada no homem (Silva et al., 2005).

Neste estudo, utilizando ferramentas moleculares, foi possivel identificar
roedores e marsupiais com infeccdes naturais por L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum
e L. (L.) guyanensis em amostras de pele, figado, baco e medula 6ssea nas

localidades estudadas.

As técnicas moleculares vém trazendo melhorias para diagndstico das
leishmanioses, em particular a PCR quantitativa em tempo real (qQPCR), que
desempenha um papel importante na deteccdo de Leishmania e quantificacdo do
namero de parasitos em seres humanos e animais (Manna et al., 2008, Sudarshan
et al., 2011).

Uma caracteristica singular da ordem Kinetoplastida é o DNA mitocondrial
organizado em 20-50 maxicirculos e 10.000-20.000 minicirculos (Simpson & da
Silva, 1971; Simpson, 1987). No que diz respeito ao género Leishmania, sao
estimados cerca de 10.000 minicirculos por parasita (Degrave et al. 1994). A regido
conservada do DNA cinetoplastico de Leishmania spp. (kDNA) tem sido utilizada
como alvo para PCR desde a década de 90 (Rodgers et al. 1990), e no presente
estudo, foi utilizada como triagem nos pequenos mamiferos por mostrar uma maior
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sensibilidade na deteccdo de Leishmania spp. e como alvo para a quantificacdo da
carga parasitaria nos pequenos mamiferos utilizando a gPCR, devido ao tamanho do
fragmento gerado na amplificacdo (120 pb), pois nessa técnica o ideal é nédo
trabalhar com grandes fragmentos, porque quanto maior o fragmento, mais unidades
de enzimas e reagentes sdo necessarios e, além disso, mais moléculas de
pirofosfato séo liberadas (a cada adicdo de nucleotideo é liberada uma molécula de
pirofosfato). A falta de reagentes e o excesso de pirofosfato podem diminuir a
eficiéncia ou, ainda, inibir a reacdo. Por este motivo, na qPCR geralmente sao
utilizados fragmentos de 60 a 200pb (de Carvalho et al., 2010).

As diferentes espécies de Leishmania sédo indistinguiveis morfologicamente,
mas tém sido identificadas por diferentes métodos moleculares, como a
discriminagdo das espécies de Leishmania através da analise do polimorfismo do
tamanho dos fragmentos de restricdo gerados apds digestdo de amplicons com
enzimas de restricdo (PCR-RFLP) (Lopes et al., 1984; Spanakos et al., 2007).

Em regides onde vérias espécies de Leishmania coexistem em simpatria é
importante o uso de técnicas que possibilitem a identificacdo da espécie envolvida,
uma vez que tal informacdo € muito valiosa em estudos epidemiolégicos, onde a
distribuicdo das espécies de Leishmania entre humanos e diferentes hospedeiros e
vetores € um pré-requisito para o delineamento e aplicacdo de medidas de controle

apropriadas (Ferreira, 2010).

A PCR-RFLP utilizando a amplificacdo de um fragmento do gene que codifica
para a proteina de choque térmico de 70kDa (hsp70) seguido de corte com a enzima
de restricao Haelll, tem sido apresentada como uma ferramenta simples e eficiente
na discriminagdo de espécies de Leishmania tanto no Novo quanto no Velho Mundo
(Montalvo et al.,, 2010). Esta ferramenta tem sido utilizada com sucesso para
distinguir as espécies de Leishmania patogénicas que circulam no Brasil (Garcia et
al., 2004, da Silva et al., 2010; Graga et al., 2012).

As proteinas de choque térmico de 70 kDa (hsp70) sao altamente
conservadas entre procariotas e eucariotas em sequéncia e funcdo, e protegem as
células dos efeitos do calor e outras formas de stress (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Os

genes que codificam hsp70s citoplasmaticos estavam entre os primeiros genes dos
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kinetoplastidas a serem clonados e caracterizados em razdo de sua natureza
conservada (Folgueira et al.,, 2007). A digestdo (Haelll) dos fragmentos gerados
através da PCR utilizando hsp70 como alvo foi utilizada no presente estudo para
identificar a espécie de Leishmania presente nos pequenos mamiferos infectados.

A diversidade de espécies de Leishmania e de flebotomineos vetores leva a
uma grande variedade de hospedeiros vertebrados infectados, originando diferentes

padrées epidemioldgicos no Brasil.

Em nosso estudo a espécie de mamifero mais amostrada foi D. albiventris,
que foi capturada nas cinco areas avaliadas e apresentou uma alta positividade
(19%), sendo encontrada infectada por L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum. No
Brasil, esta espécie tem ampla distribuicdo, principalmente nas porcoes leste e
centro-oeste. E um animal de porte médio, e a espécie é classificada como
frugivora-onivora (Fonseca et al., 1996). Pode se alimentar de roedores e aves de
pequeno porte, ras, lagartos, insetos, caranguejos e frutos (Lange e Jablonski 1998;
Eisenberg e Redford 1999; Nowak 1999). Possui habitos crepusculares e noturnos e
é frequentemente relacionada a predacdo de aves domésticas, especialmente
galinhas (Cabrera e Yepes, 1960), o que ressalta o sinantropismo desta espécie,
caracterizando a importancia da mesma no ciclo de transmissao das leishmanioses.
Este marsupial tem assumido grande importancia nos focos de transmisséo de
leishmaniose por ter sido o primeiro animal silvestre, ndo-canideo, que foi descrito
naturalmente infectado por L. (L.) donovani (Que atualmente sabe-se que se trata de
L. (L.) infantum) no novo mundo (Sherlock et al., 1984) e por j& ter sido encontrado
infectado, no Brasil, por L. (V.) braziliensis (Alexander et al., 1998; Brand&o-Filho et
al., 2003; Schallig et al., 2007, Quaresma et al., 2011; Ferreira, 2010) L. (L.) infantum
(Sherlock, 1996; Corredor et al., 1989; Travi et al., 1998; Cabrera et al., 2003;
Schallig et al., 2007) e por L. (V.) guyanensis (Arias et al., 1981).

O encontro de espécimes de D. albiventris infectados por L. (L.) infantum é
importante pois os gambas, depois dos canideos, sdo 0s principais candidatos a
reservatorios, em funcdo de ja haverem sido encontrados infectados por este
parasito por diversas vezes e por servirem de fonte de infeccdo para Lu. longipalpis
(Travi et al., 1998) que se alimenta nesta espécie com certa frequéncia (Sherlock et
al., 1984).
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A segunda espécie mais amostrada foi T. apereoides, um roedor conhecido
popularmente no norte de Minas como rato rabudo. Tem porte médio, € terrestre e
semi-arboricola, possui habito diurno e noturno, mas preferencialmente crepuscular
(Streilen, 1982). Habita areas abertas e florestais da Caatinga, do Cerrado e do
Pantanal. Esta espécie foi capturada apenas na Terra Indigena Xakriaba (municipio
de Sao Jodo das Missdes) e em Barra do Guaicui (municipio de Varzea da Palma),
ambas localizadas no norte de Minas Gerais. No presente estudo esta espécie
apresentou 28% de positividade e foi encontrada infectada por L. (V.) braziliensis, L.
(L.) infantum e L. (V.) guyanensis. Os mesmos animais foram encontrados
infectados por essas trés espécies de Leishmania por Quaresma et al. (2011) e
houveram outros achados de infecgéo por L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis no
municipio de Aracuai, também no norte de Minas Gerais (Oliveira et al., 2005).

N. lasiurus € um animal silvestre, de pequeno porte, de habito terrestre.
Habita formacfes abertas e florestais do Cerrado e ao longo do ecotono Mata
Atlantica-Cerrado, além de areas de vegetacdo aberta no estado do Para. No
presente estudo, esta espécie foi capturada apenas em ambiente ndo urbanizado na
regional Nordeste de Belo Horizonte e no Municipio de Divinépolis, teve 7% de
positividade e foi encontrada infectada por L. (V.) braziliensis. Brandao-Filho e
colaboradores em 2003 e de Freitas e colaboradores em 2012 também encontraram
esta espécie infectada por L. (V.) braziliensis em estudo realizado em Pernambuco e
no Mato Grosso, respectivamente.

R. rattus, o rato de telhado, tem habito terrestre, mas apresenta grande
habilidade para escalar, frequentando forros de casas e escalando paredes
facilmente (Bonvicino et al., 2008). E comumente encontrado nas propriedades
rurais e pequenas e médias cidades do interior de grande parte do Brasil. Sdo
roedores originalmente do Velho Mundo, introduzidos pela colonizagdo europeia.
Seu habito intradomiciliar permite um contato mais estreito com o homem e isso tem
sido um importante fator que associa a sua presenca com o estabelecimento de
diversos agravos a saude, porém, seu possivel papel como reservatorio de
Leishmania ainda é pouco estudado. Este animal foi capturado em todas as &reas
de estudo, principalmente nas areas urbanizadas. Apresentou 26% de positividade e

encontramos espécimes infectados por L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum. Esta
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espécie também foi encontrada infectada por L. (V.) braziliensis (Vasconcelos et al.,
1994) e por L. (L) infantum (Alencar et al., 1974, Oliveira et al., 2005). E
interessante notar que desta Ultima espécie ja foi isolada amostra identificada como
L. (V.) braziliensis em area endémica para LTA no nordeste brasileiro (Brandao-Filho
et al., 2003).

M. musculus, um roedor pequeno que possui habitos sinantrépicos, vive
essencialmente em habitacdes humanas, frequentando despensas, quartos e
bibliotecas. Também €& um animal introduzido pela colonizagdo europeia e possui
distribuicdo em todos os estados do Brasil (Bonvicino et al., 2008). No nosso estudo,
foi capturado principalmente nas areas urbanizadas e apresentou espécimes
infectados por L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis, sendo que esta ultima ja foi
encontrada infectando essa espécie de roedor por de Freitas e colaboradores (2012)
e foi relatada infeccdo mista por estas duas espécies de Leishmania neste roedor

por Ferreira em 2010.

As outras espécies registradas no estudo tiveram um nUumero menos
expressivo de exemplares capturados, mas algumas delas, apesar do baixo numero
de captura, apresentaram uma alta positividade, como C. subflavus (20%), R.
novergicus (18%), R. mastacalis (43%), G. agilis (75%) e M. incanus (67%).

Quanto as areas estudadas, a Terra Indigena Xakriaba apresentou a maior
positividade geral (35%). E uma area endémica que apresenta nimeros elevados de
casos clinicos e assintomaticos principalmente de LTA. Nossos resultados sugerem
que L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum e L. (V.) guyanensis estdo circulando entre
diferentes mamiferos silvestres e sinantropicos presentes na regido. Em estudo
realizado por nossos colaboradores, a fauna flebotominica da Terra Indigena
Xakriaba mostrou-se bastante diversificada, com um total de vinte e oito espécies
coletadas pertencentes a onze géneros, com predominancia das espécies Lu.
longipalpis e Lu. intermedia. Lu. longipalpis € apontada como espécie predominante
na regido (Régo et al., 2014). Desde a década de 30, quando o ciclo da LV comegou
a ser elucidado, diversos autores tém comprovado a adaptabilidade de Lu.
longipalpis a ambientes modificados (Lainson & Rangel, 2005) o que torna seu papel
essencial na transmissao de L. (L.) infantum. A espécie Lu. intermedia esta
intimamente relacionada a humanos, animais domésticos e sinantrépicos, em uma
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variedade de habitats, incluindo peridomicilio e regides de mata (Forattini 1953,
1960; Rangel et al., 1999). Evidéncias epidemioldgicas acumuladas ao longo dos
anos tém sugerido que Lu. intermedia € o principal transmissor da L. (V.) braziliensis
em areas endémicas no sudeste do Brasil (Forattini & Santos, 1952; Forattini et al.,
1972; Casanova et al., 1995; Marcondes et al., 1997; Cordoba-Lanus et al., 2006;
Saraiva et al., 2009; Rangel & Lainson, 2009).

A positividade dos pequenos mamiferos capturados na regional Nordeste de
Belo Horizonte foi bastante significativa (27%). Belo Horizonte € um municipio onde
a transmissao das leishmanioses ocorre em praticamente todos os bairros da cidade
inclusive nos centrais, caracterizando um perfil urbano de transmissdo que vem
sendo ressaltado por varios autores (Passos et al., 1993; Profeta da Luz et al., 2001;
Silva et al., 2001; Margonatri et al., 2006).

A fauna de pequenos mamiferos da Regional Nordeste foi composta
principalmente por animais introduzidos e sinantrépicos (M. musculus, R. novergicus,
R rattus, D. albiventris e D. aurita) e alguns animais silvestres (C. subflavus e N.
lasiurus) e as espécies de Leishmania circulantes nestes animais foram L. (V.)
braziliensis e L. (L.) infantum. Um levantamento em paralelo, visando investigar a
fauna e a infeccdo flebotominica na mesma é&rea e periodo de estudo, coletou
principalmente Lu. whitmani (74% do total de flebotomineos coletados) (Saraiva et
al. 2011). Esta espécie de flebotomineo € apontada como vetora de L. (V.)
braziliensis em varias areas no Brasil, especialmente na Regido Sudeste (Costa et
al., 2007).

Diante destes dados, estas espécies de roedores sinantropicos devem
desempenhar nesta area, onde no periodo de coleta (junho/2006 a junho/2007) o
namero de casos humanos notificados de LTA foi 33, um papel importante como
fonte de infeccdo para espécies de flebotomineos bem adaptados ao peridomicilio

como Lu. whitmani.

A localidade Casa Branca do municipio de Brumadinho teve um pequeno
namero de exemplares capturados (25) com posivitidade de 24%. A fauna da
localidade foi composta por apenas quatro espécies de animais, destes, dois deles

possuem habitos sinantropicos (D. albiventris e R. rattus) e dois silvestres (C.
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subflavus e M. incanus), o que é explicado por haver muitas areas de mata proximas
as casas onde foram realizadas as coletas. Quando comparada com as outras areas
estudadas (com excec¢do de Barra do Guaicui) o numero de animais e a diversidade
de espécies foi menor. Entretanto, vale ressaltar que o esforco amostral nesta
localidade também foi menor. Por outro lado em Barra do Guaicui (Varzea da
Palma) onde também foram capturados 25 exemplares de trés espécies diferentes
foi realizado o maior esforgco amostral (9408 armadilhas). As espécies de Leishmania
circulantes nesses animais foram L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum, que poderiam
estar relacionadas com os casos de LV e LTA humana que foram identificados na
localidade. Um estudo sobre a fauna flebotominica na regido esta sendo realizado
por nosso grupo de pesquisa e os resultados preliminares apontam Lu. whitmani e

Lu. Longipalpis como as espécies predominantes na area.

Divinépolis, que teve um namero consideravel de animais capturados (102),
apresentou 9% de positividade e foi a area de estudo que apresentou a maior
diversidade de espécies de pequenos mamiferos (9 espécies). A regido apresentou
um namero expressivo de capturas de animais tanto silvestres, quanto sinantrépicos
e introduzidos, e as espécies de Leishmania circulantes na area foram L. (V.)
braziliensis e L. (L.) infantum. Um estudo dos flebotomineos do municipio foi
conduzido na mesma época das coletas dos pequenos mamiferos por nosso grupo
de estudos, e foram capturados flebotomineos de 18 espécies. A espécie mais
abundante foi a Lu. longipalpis, considerada a principal vetora de L. (L.) infantum, e
a maioria dos espécimes foram coletados muito proximo as residéncias (Nascimento
et al.,, 2013). A segunda espécie mais abundante neste estudo foi Lu. lenti, sendo
gue a mesma ja foi encontrada infectada por L. (V.) braziliensis em Campo Grande,
MS (Paiva et al., 2010) e também no municipio de Divinopolis (Margonari et al.,
2010).

O Distrito de Barra do Guaicui em Véarzea da Palma apresentou um pequeno
namero de animais capturados (25) e uma positividade relativamente baixa (8%).
Apesar do grande esforco amostral, foi coletado um pequeno niamero de pequenos
mamiferos durante as campanhas de captura. Os dois Unicos animais encontrados
positivos estavam infectados por L. (V.) braziliensis. E importante ressaltar que

nessa regiao foi reportado um alto nimero de casos humanos autdctones de LT

99



Discussao

(202) nos ultimos anos e foram encontrados flebotomineos infectados por L. (V.)

braziliensis.

A fauna de flebotomineos encontrada no municipio de Véarzea da Palma
mostrou-se diversificada e com predominio de importantes espécies vetoras, como
Lu. longipalpis e Lu. intermedia (Sanguinette, 2011), espécies envolvidas na
veiculacdo dos agentes etiolégicos da LV e LT respectivamente (Rangel & Lainson,
2003; Andrade Filho et al., 2007).

Os altos indices de positividade das PCRs tanto dirigidas ao KDNA quanto
dirigidas ao hsp70 de Leishmania nos pequenos mamiferos nas areas estudadas
confirmam a susceptibilidade destes a infec¢do por Leishmania spp. e ressaltam a
importancia de mais estudos envolvendo estes animais, para esclarecer seu papel

na cadeia de transmissao.

Existem poucos estudos a cerca da quantificacdo de Leishmania spp. em
pequenos mamiferos. O grau de parasitismo durante a infec¢do por Leishmania spp.
pode diferir nos oOrgdos, por isso é relevante a identificacdo dos tecidos que
apresentam maiores niveis de parasitos, com o objetivo de melhorar a sensibilidade
do diagndstico das leishmanioses (Reis et al., 2006). Além disso, 0 conhecimento a
respeito da carga de parasitos presentes na pele e no sangue, de diferentes
hospedeiros, pode auxiliar na indicacdo do papel destes como fonte de infeccao

para os vetores (Silva et al., 2005).

N&o houve relatos de sinais clinicos nos animais capturados nas areas
estudadas. Sabe-se que nos animais silvestres sao frequentes as infeccbes
inaparentes sem lesfes ou com lesées pouco graves o que € muito importante para
gue uma espécie seja considerada um bom reservatério (Nery-Guimaraes et al.,
1968).

Em estudo realizado na regional Nordeste de Belo Horizonte foi observado
que a carga de parasitos encontrada em pele de cdes é muito mais elevada que em
pequenos mamiferos (Ferreira, 2010). A maioria das amostras de caes testadas
apresentaram uma carga acima de 103 parasito/mg de tecido, comparada a carga
presente nos pequenos mamiferos que apresentaram uma carga abaixo de 102

parasito/mg. Este fato pode estar relacionado, entre outros aspectos, a diferenca da
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espécie de Leishmania envolvida, que nas amostras caninas foi L. (L.) infantum e

nas amostras dos pequenos mamiferos foi L.(V.) braziliensis (Ferreira, 2010).

Outra questdo a ser apontada é a prépria diferenca entre as espécies de
hospedeiros que poderia favorecer uma maior proliferagdo dos parasitos em um
grupo em relacdo ao outro. Nosso estudo mostrou que houve diferenca apenas no
roedor Thrichomys apereoides que apresentou carga parasitaria mais elevada em
relacdo a outras duas espécies, 0 que pode explicar, inclusive, a maior carga
parasitaria por area de estudo que foi encontrada na Terra Indigena Xakriab4, local
onde este roedor foi mais frequentemente capturado. Roque e colaboradores (2010)
realizaram infeccdo experimental em roedores da espécie Thrichomys laurentius e
observou que esses animais conseguiram manter a infeccdo por ambas as espécies
de Leishmania testadas, no caso L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum, por longo
tempo sem apresentarem alteragdes clinicas. Juntamente com nossos resultados
que observaram maior carga parasitaria em roedores do mesmo género
(Thrichomys) e a alta positividade do mesmo em area endémica, podemos sugerir
que espécies do género Thrichomys assumem um papel importante nos ciclos
silvestres de transmisséo de Leishmania spp.

Ainda em relagdo a carga parasitaria em determinada espécie de hospedeiro,
esta apresentou variacfes inclusive dentro da mesma espécie. D. albiventris
apresentou uma carga parasitaria maior na Terra Indigena Xakriaba do que nas
outras areas em gque foi capturado. Este fato pode estar relacionado com a alta taxa
de positividade apresentada por esta espécie na area (32%), que, associado ao
sinantropismo deste animal e a alta prevaléncia de casos humanos mostra que
nesta regiao esta espécie pode ser mais susceptivel a infeccdo em relacdo as outras

areas abordadas.

A carga em relacdo ao ambiente de coleta foi maior nos animais coletados na
regido peridomiciliar apenas no municipio de Belo Horizonte, enquanto nas outras
areas a maior carga parasitaria foi encontrada em animais coletados em éareas de
mata. Esse fato pode ser explicado por Belo Horizonte apresentar um perfil melhor
estabelecido de urbanizacdo das leishmanioses em relacdo as outras areas de
estudo. Estes dados alertam mais uma vez para a importancia de estudar estes

pequenos mamiferos que habitam &reas urbanas ou seu entorno, como uma
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tentativa de elaboracdo de medidas de controle mais eficientes em conter a
expansao das diferentes doencas que contam com a participacao destes animais na

manutengao do seu ciclo de transmissao.

Com relacéo ao tipo de tecido, foi observado que apenas em Belo Horizonte
houve uma diferenca da carga parasitaria nos tecidos, que foi maior em amostras de
baco e pele de orelha. Ferreira (2010) observou que os pequenos mamiferos

apresentaram carga parasitaria maior na pele de cauda em relacéo a pele de orelha.

O encontro de alta positividade em amostras de figado e de elevada carga
parasitaria em amostras de baco em animais infectados por espécies de Leishmania
dermotrdpicas associadas a forma cutanea da doenca humana, mostra que essas
espécies podem visceralizar com facilidade em roedores e marsupiais. 0]
isolamento em meio de cultura de L. (V.) braziliensis a partir de amostras de figado e
baco de um espécime de roedor da espécie R. rattus proveniente de area endémica

por Pereira e colaboradores (dados n&o publicados) refor¢a estas observagoes.

Com relacdo as trés diferentes espécies de Leishmania que foram
encontradas infectando os pequenos mamiferos, foi observada maior diversidade de
espécies de animais e um maior numero de exemplares infectados por L. (V.)
braziliensis, o que aponta para uma complexidade do ciclo desta espécie. A L. (L.)
infantum foi encontrada infectando, em sua maioria, animais introduzidos e
sinantrépicos (R. rattus, M. musculus e D. albiventris) o que ressalta a participacdo
desses animais no ciclo peridomiciliar de LV, indicando o carater urbano da
transmissdo. Ja a L. (V.) guyanensis, tem sido reportada nas regides norte e
nordeste do Brasil e foi registrada apenas uma vez em pequenos mamiferos de
Minas Gerais (Quaresma et al. 2011). Esta espécie foi encontrada infectando duas
espécies de animais silvestres (T. apereoides e M. incanus) apenas na Terra
Indigena Xakriaba, sugerindo que ela esta restrita ao ambiente silvestre e que ainda
ndo pode ser considerada uma espécie endémica no Estado de Minas Gerais. Ndo
existem relatos de casos humanos causados por esta espécie em Minas Gerais.
Estas observacdes reforcam a necessidade e importancia dos estudos que visam a
caracterizacdo das amostras de Leishmania isoladas dos mais diversos

hospedeiros, incluindo o homem.
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Entre as espécies de Leishmania, houve diferenca na carga parasitaria
apenas em amostras provenientes de pequenos mamiferos capturados na Terra
Indigena Xakriab4, onde os animais infectados por L. (V.) braziliensis apresentaram
um numero maior de parasitos em relacdo aos animais infectados por L. (V.)
guyanensis e L. (L.) infantum. Por outro lado os animais infectados por L.
guyanensis apresentaram carga parasitaria mais elevada do que os infectados por L.
(L.) infantum, o que mostra um grau de parasitismo em roedores e marsupiais maior

por Leishmanias dermotropicas.

Com a potencialidade de algumas espécies de roedores e marsupiais
participarem na transmissdo de espécies de Leishmania que causam a doenca
humana, fica evidente um fator que ndo € levado em consideracdo nos programas
de vigilancia: outras espécies de mamiferos podem estar servindo de fonte de
infeccdo para os flebotomineos. A realizagdo de nosso estudo possibilitou verificar
que nas areas estudadas de Minas Gerais a infeccdo de pequenos mamiferos,
capturados tanto no ambiente de peridomicilio quanto de mata, por espécies de
Leishmania est4 presente em todas elas indicando que os ciclos de transmisséo
ocorrem nestes diferentes ambientes com a participacdo destes animais. Isso
aponta para a necessidade de mais estudos envolvendo hospedeiros/reservatérios
de espécies de Leishmania. A correta identificacdo das espécies de Leishmania
circulantes nos hospedeiros vertebrados e invertebrados em uma &area endémica é
fundamental para uma melhor compreensdo da epidemiologia da doenca

contribuindo para a escolha de medidas mais adequadas de prevencéao e controle.
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo, associados aos conhecimentos

sobre a epidemiologia das leishmanioses nas areas estudadas pode-se concluir que:

» A detecc¢do da infeccdo por diferentes espécies de Leishmania em pequenos
mamiferos comprova a participacdo destes animais nos ciclos de transmissao
ativos e simultaneos em focos de Minas Gerais.

* Os roedores das espécies C. subflavus, M. musculus, N. lasiurus, R.
norvegicus, R. rattus e T. apereoides e os marsupiais D. albiventris e G. agilis
séo hospedeiros de L. (V.) braziliensis.

 Os roedores das espécies M. musculus, R. rattus, R. mastacalis e T.
apereoides e o marsupial D. albiventris sdo hospedeiros de L. (L.) infantum.

* O roedor da espécie T. apereoides e o marsupial da espécie M. incanus sao
hospedeiros de L. (V.) guyanensis.

« A espécie L. (V.) braziliensis foi a mais prevalente entre os pequenos
mamiferos.

» A presencga do parasitismo cutaneo por L. infantum em espécies domésticas e
sinantrépicas no ambiente peridomiciliar de cidades como Belo Horizonte e
Divindpolis aponta para a importancia destes animais no ciclo urbano deste
parasito.

» O marsupial D. albiventris tem importancia epidemiolégica em Minas Gerais
por ter sido capturado em todas as areas de estudo e ter apresentado alta
positividade para diferentes espécies de Leishmania.

« O roedor silvestre T. apereoides apresentou elevada positividade para
L.(V.) braziliensis com altas cargas parasitarias em diferentes tecidos,
incluindo a pele, indicando sua participagdo na manutencéo deste parasito na
Terra Indigena Xakriaba.
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8.1 LICENCA PARA CAPTURA DE PEQUENOS MAMIFEROS EM BELO
HORIZONTE- IBAMA
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8.2 AUTORIZACAO PARA INGRESSO EM TERRA INDIGENA
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8.3 LICENCA PERMANENTE PARA COLETA DE MATERIAL ZOOLOGICO

L&)
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8.4 LICENCA PARA O USO DE ANIMAIS - CEUA/FIOCRUZ — VARZEA DA PALMA.
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