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RESUMO

No municipio de Governador Valadares (MG), area endémica para
leishmaniose tegumentar americana (LTA), foi realizado estudo objetivando
conhecer os aspectos ecoepidemioldgicos (vetores e possiveis reservatorios)
envolvidos na transmissdao da doenga. Para o levantamento entomolégico e
identificacdo de repasto sanguineo foram realizadas capturas de flebotomineos nos
bairros: Village da Serra, Vila Parque Ibituruna, Vila Isa e Elvamar, no periodo de 01
a 12/2008. O repasto foi identificado através da reacao de precipitina. Para o estudo
de infeccdo natural de flebotomineos, foram selecionados bairros onde foram
registrados casos humanos de LTA; as capturas foram feitas em meses dos anos de
2009 e 2010. Para as capturas sistematicas e nao-sistematicas, foram utilizadas
armadilhas luminosas HP, tanto no peri como no intradomicilio. A correlagado entre
pluviosidade, umidade relativa do ar e temperatura e o numero de flebotomineos foi
realizada no ano de 2008. A captura de pequenos mamiferos para levantamento da
fauna e deteccao de infeccdo natural foi feita em meses dos anos de 2008 e 2010,
utilizando 40 armadilhas em dois pontos por bairro. A deteccdo de DNA de
Leishmania spp. e identificacdo da espécie do parasito nos flebotomineos e em
amostras de tecido e sangue de mamiferos foi realizada através da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA, respectivamente. Os
resultados mostraram que a fauna de flebotomineos € diversificada, com presenga
de 12 espécies (2 do género Brumptomyia e 10 do género Lutzomyia) . Exemplares
de interesse epidemioldgico foram encontrados, com predominancia de Lutzomyia
intermedia (29,9%). Foram capturados 65% das espécies no peri e 35% no
intradomicilio. A maioria dos flebotomineos foram ecléticos quanto ao padrao
alimentar, se alimentando preferencialmente em aves (35,8%). A analise dos fatores
climaticos demonstrou correlagdo significativa entre pluviosidade e umidade, e o
nuamero de flebotomineos. Foram capturados 32 exemplares de mamiferos (23
roedores e 9 marsupiais). As analises moleculares mostraram infec¢gdo natural por
Leishmania chagasi em 2 “pools” de L. longipalpis e no sangue de 1 exemplar de
Rattus norvegicus. Estes dados, aliados a presenga do vetor competente da LTA, L.
intermedia em elevada densidade, e os estudos das variaveis climaticas, alertam
para a necessidade de vigilancia epidemioldgica e aplicagdo de medidas de controle
tanto para LTA como para LVA.
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ABSTRACT

In the city of Governador Valadares (MG), an endemic area for cutaneous
leishmaniasis (ACL), a study was conducted to study ecoepidemiological aspects
(vectors and possible reservoirs) involved in disease transmission. For the
entomological survey and identification of blood feeding, sand flies captures were
performed in the neighborhoods: Village da Serra, Vila Parque Ibituruna, Vila Isa and
Elvamar from 01 to 12/2008. The blood meal was identified by the precipitin reaction.
For the study of natural infection of sand flies, neighborhoods where human cases of
ACL were recorded were selected; the captures were made in months of 2009 and
2010. For the systematic and non-systematic captures, HP light traps were used both
in peridomicile and indoors. The correlation between rainfall, relative humidity and
temperature and number of sand flies was carried out in 2008. The capture of small
mammals for fauna survey and detection of natural infection was made in months of
2008 and 2010 using 40 traps in two sites in the neighborhood. The detection of
Leishmania spp.” DNA and the identifying of the parasite species in sand flies and in
tissue samples and mammals’ blood was done by Polymerase Chain Reaction (PCR)
and DNA sequencing, respectively. The results showed that the phlebotomine fauna
is diverse, with the presence of 12 species (2 of the Bruptomyia genus and 10 of the
Lutzomyia genus). Specimens of epidemiological interest were found, with
predominance of Lutzomyia intermedia (29,9%). We captured 65% of species in
peridomicile and 35% indoors. Most sand flies were eclectic regarding the food habit,
feeding mainly on birds (35,8%). The analysis of climatic factors showed a significant
correlation between rainfall and humidity, and the number of sand flies. We captured
32 specimens of mammals (23 rodents and 9 marsupials). Molecular analysis
showed natural infection by Leishmania chagasi in two pools of L. longipalpis and the
blood of a specimen of Rattus norvegicus. These data, combined with the presence
of the competent vector of ACL, L. intermedia in high density, and studies of climatic
variables, highlight the need for epidemiological surveillance and implementing

control measures for both ACL and AVL.
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1

INTRODUGAO

1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecciosas causadas por
protozoarios flagelados pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania Ross, 1903. Este é dividido em dois
subgéneros de acordo com o desenvolvimento no intestino do vetor: Leishmania e
Viannia (Lainson et al., 1979). O ciclo de vida do parasito é digenético
(heteroxénico), alternando-se entre hospedeiros vertebrados e invertebrados, os
flebotomineos. A doencga pode apresentar diversas formas clinicas, dependendo da
espécie de Leishmania envolvida e da susceptibilidade do hospedeiro (Saravia et al.,
1989). As duas formas clinicas basicas que as leishmanioses humanas podem se
apresentar sao: Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT).

As leishmanioses sao consideradas um grande problema de saude publica,
com uma ampla distribuigdo geografica, ocorrendo em 88 paises nos cinco
continentes. A LV ocorre em 65 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem em
areas rurais pobres e suburbios de cinco paises: Bangladesh, india, Nepal, SudZo e
Brasil. Em relagcéo a LT, € endémica em 82 dos 88 paises onde a leishmaniose ¢é
transmitida e 90% dos casos ocorrem em sete paises: Afeganistao, Algéria, Brasil,
Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (Camargo & Barcinsky, 2003; Desjeux, 2004; WHO,
2008). A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milhdes de pessoas
estejam sob o risco de adquirirem a doenga com aproximadamente 2 milhdes de
novos casos das diferentes formas clinicas ao ano, sendo 500.000 relacionadas a
LV e 1.500.000 a LT (WHO, 2006; Brasil, 2007).

As diversas formas clinicas das leishmanioses, causadas por diferentes
espécies de Leishmania, representam um complexo de doengas. A LV é uma
doenca sistémica que atinge as células do Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF)
do homem, sendo os 6rgaos mais acometidos: bago, figado, linfonodos, medula
ossea e pele (FIGURA 1). ALV é uma doenga grave, cronica, de alta letalidade, cuja
mortalidade dos casos n&o tratados pode chegar a 90% (Melo, 2004). Ela tem
aumentado significativamente sua importdncia no contexto de saude publica,
principalmente devido as modificagbes no ambiente e a emergéncia de focos da

doenca em areas urbanas (Silva et al., 2001; Travi et al., 2002).
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Os reservatodrios incluem uma grande variedade de hospedeiros mamiferos,
sendo a ocorréncia comum em roedores e canideos, mas também em edentados,
marsupiais, ungulados, primatas, e entre estes, o homem que € atingido
acidentalmente pela infecgdo (Deane & Deane 1954; Lainson et al. 1985). O céo é
apontado como o principal reservatério doméstico relacionado com os casos
humanos da LV (Michalsky et al., 2005).

No Brasil, 0 mecanismo de transmissao da LV se da através da picada de
vetores — Lutzomyia longipalpis ou Lutzomyia cruzi infectados pela espécie
Leishmania (Leishmania) chagasi. Alguns autores levantam a hipotese da
transmissao entre a populagdo canina através de ectoparasitos, sugerindo a
hipotese da capacidade vetorial de pulgas e carrapatos (Coutinho et al., 2005;
Coutinho & Linardi, 2007; Paz et al., 2010). Outros autores sugerem que a
transmissao possa ocorrer através de mordeduras, cépula ou transmissao vertical
entre os caes, porém nao existem evidéncias sobre a importancia epidemioldgica
destes mecanismos de transmiss&o (Santos et al., 2009; Silva et al., 2009).

Na LV as estratégias de controle até entdo utilizadas, sdo baseadas no
controle dos reservatérios caninos, aplicagdo de inseticidas, diagndstico e
tratamento dos casos humanos. Porém, estas medidas, aplicadas isoladamente, ndo
se mostram efetivas para a reducao da incidéncia da doencga (Brasil, 2006).

A LT € uma doenga nao contagiosa, de evolugdo crénica, que acomete a pele
e cartilagens da nasofaringe, de forma localizada ou difusa (Basano & Camargo,
2004). Ela pode se apresentar em variados graus de morbidade: LCM
(Leishmaniose cutdneo-mucosa), que pode ser fatal e é altamente desfigurante
devido a complicagdes secundarias (FIGURA 2); LCD (Leishmaniose cuténea
difusa), uma forma rara, com recaidas constantes devido a deficiéncia na resposta
imune do paciente e caracteristicas do parasito (Barral & Barral-Neto, 2009)
(FIGURA 3), e LC (Leishmaniose Cutanea), que pode se apresentar com uma ulcera
simples na pele, auto-limitada, ou tornar o individuo incapacitante, quando ocorrem
inumeras lesdes (Desjeux, 2004; Cattand et al., 2006) (FIGURA 4).

A LTA é considerada essencialmente uma zoonose do ambiente florestal
primitivo (Gomes et al., 1990), sendo este carater evidenciado com a descoberta de
reservatorios silvestres da doenca (Guimardes et al., 1968), o que aumenta a
importancia do estudo destes e de animais domésticos e peridomésticos na
disseminacao do parasito nas populagdes humanas. Ja foram identificados como

hospedeiros e possiveis reservatérios naturais, algumas espécies de roedores,
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marsupiais, edentados e canideos silvestres (Branddo- Filho et al., 1994,
Vasconcelos et al., 1994).

Para o diagndstico das leishmanioses, necessita-se conhecer seus aspectos
clinicos e epidemiolégicos, assim como a disponibilidade de exames laboratoriais
(diagndstico  parasitolégico, imunoldégico e molecular) possibilitando uma
compreensao abrangente dos diversos aspectos envolvidos na transmissao (Gontijo
& Carvalho, 2003). Estes métodos permitem a confirmagdo dos achados clinicos e
podem fornecer informagdes epidemioldgicas relevantes, possibilitando a
identificacéo do parasito e norteando as medidas de controle para a doenga (Brasil,
2007).

O tratamento de primeira linha para todas as formas da doencga se faz por
meio de medicamentos a base de antimoniais pentavalentes, de forma sistémica.
Contudo, é importante se conhecer a epidemiologia do local no que diz respeito a
suscetibilidade do parasito as diferentes drogas, o entendimento da farmacocinética
do medicamento, assim como uma criteriosa avaliagao clinica do paciente, levando
em consideragao caracteristicas imunolégicas e aspectos socioecondmicos. Estes
pontos sao fundamentais na escolha da terapia e consequente sucesso da mesma
(Tuon et al., 2008).

Nas Américas as leishmanioses sdo consideradas doengas primariamente
zoonoticas, 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. Sua
importancia levou a OMS a inclui-la entre as seis doengas consideradas prioritarias
no seu programa de controle (WHO, 1990). Nas ultimas décadas, a epidemiologia da
doenca tem sofrido alteragdes, se expandindo para areas urbanas de médio e
grande porte, como Belo Horizonte (Passos et al., 2001; Silva et al., 2001), Rio de
Janeiro (Marzochi et al., 1985) e Manaus (Barrett & Senra, 1989).

Alguns fatores de risco devem ser considerados, haja vista a ampla
distribuicdo geografica das leishmanioses e sua alta incidéncia, como as
transformacdes no ambiente provocadas pelo intenso processo migratério, pressdes
econdmicas ou sociais, desmatamento, o processo de urbanizagdo crescente e
mudancgas na susceptibilidade do hospedeiro a infecgdo, como imunossupressao e
desnutrigdo (Desjeux, 2001; Brasil, 2006).

A incidéncia da leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasil tem

aumentado, nos ultimos 20 anos, em praticamente todos os estados, sendo
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considerada uma das infec¢gdes dermatoldgicas mais importantes, ndo s6 pela
frequéncia, mas principalmente pelas dificuldades terapéuticas, deformidades e
sequelas que pode acarretar.

A LTA vem ocorrendo de forma endémico-epidémica apresentando diferentes
padrdes de transmissao, constituindo um importante problema de saude publica pela
sua magnitude, transcendéncia e pouca vulnerabilidade as medidas de controle.
Esta distribuida por todo o Estado de Minas Gerais e os dados da Secretaria
Estadual de Saude (SES/MG) mostram casos da doenga em praticamente todos os
municipios. Analises epidemiolégicas dessa parasitose tém mostrado nas ultimas
décadas, uma mudancga no seu padrao de transmissao, inicialmente ocorrendo em
ambientes silvestres e agora, ja observada em areas rurais e periurbanas.

O Vale do Rio Doce, em MG, foi considerado uma area endémica tanto para
LTA como para LVA. O municipio de Governador Valadares, no vale do Rio Doce, é
considerado uma area endémica para LTA. Segundo dados fornecidos pela
Geréncia Regional de Saude (GRS) de Governador Valadares, foram diagnosticados
221 casos humanos de LTA entre 2004 e 2007. Em relacdo a LVA, de 2001 a 2006,
5 casos humanos da doencga foram registrados, segundo dados do SINAN (Brasil,
s.d.). De 2008 a 2011, 74 casos foram notificados, com 12 dbitos.

Neste sentido, o objetivo do estudo se fez oportuno e estratégico. Os casos
humanos de LTA registrados pelos servicos de epidemiologia do municipio
reforcaram esta necessidade. Os estudos de vetores e reservatorios domésticos e
silvestres em areas rurais e urbanas poderao fornecer um quadro epidemioldgico da
leishmaniose na regido, sugerindo agdes que irdo subsidiar a escolha, pelos 6rgaos

competentes, dos métodos de controle da doenca mais adequados a situagao atual.

FIGURA 1: Leishmaniose visceral
Fonte: Brasil, MS 2006
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FIGURA 2: Leishmaniose cutidneo-mucosa

Fonte: Brasil MS2007

FIGURA 3: Leishmaniose cutanea difusa
Fonte: Brasil, MS 2007

FIGURA 4: Leishmaniose cutanea
Fonte: Brasil, MS 2007
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar os aspectos ecoepidemiolégicos envolvidos na transmissao da
leishmaniose tegumentar no municipio de Governador Valadares, a fim de sugerir

acdes que auxiliardo no direcionamento das estratégias de controle.
2.2 Objetivos Especificos
a) Estudo de flebotomineos

e Determinar a fauna de flebotomineos do municipio;

e Estabelecer a distribuicdo mensal das espécies de flebotomineos e correlaciona-la
com algumas variaveis bioclimaticas;

e Estudar o comportamento das espécies de flebotomineos com relagcédo a endofilia e
a exofilia;

e Identificar o repasto sanguineo das fémeas alimentadas, visando fazer inferéncia
sobre potenciais reservatorios para LTA;

e |dentificar a presenca de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos, através da
técnica de Nested PCR;

e Caracterizar através do sequenciamento de DNA as espécies de Leishmania spp.

circulantes em flebotomineos do municipio de Governador Valadares.
b) Estudo dos reservatérios sinantrépicos e silvestres

e Realizar o levantamento da fauna de animais sinantropicos e silvestres na area
estudada;

e |dentificar presenca de DNA de Leishmania spp. em mamiferos, através da técnica
de Nested PCR;

e Caracterizar através do sequenciamento de DNA as espécies de Leishmania spp.

circulantes em mamiferos do municipio de Governador Valadares.

25



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenga que acompanha o
homem desde a antiguidade. Nas Américas, foram encontradas ceramicas incas do
Peru e Equador, datadas de 400 a 900 anos d.C., apresentando mutilagcbes na face,
caracteristicas da espundia e uta, conhecidas hoje respectivamente, como
leishmaniose mucosa e cuténea (Lainson & Shaw, 2005).

Borovsky (1898) e Wright (1903) descreveram o parasito em células de
lesdes cutdneas do chamado “botdo do oriente”, cujo agente causal € conhecido
hoje como Leishmania tropica, causadora da leishmaniose cutanea no Velho Mundo.
No Brasil, Moreira (1895) identificou pela primeira vez a existéncia do bot&do
endémico dos paises quentes, o “botdo da Bahia” ou “botdo de Biskra”. Lindemberg,
em 1909, encontrou formas de Leishmania idénticas a L. tropica em individuos que
trabalhavam em areas de desmatamento para construgdo de rodovias no interior de
Sao Paulo, onde houve a confirmacdo das formas de leishmanias em ulceras
cutaneas e nasobucofaringeas. Em 1911, Splendore diagnosticou a forma mucosa
da doenca e Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de Leishmania braziliensis,

ficando assim denominado o agente etiolégico causador da “udlcera de bauru”, “ferida
brava” ou “nariz de tapir’. Em 1922, Aragdo demonstrou, pela primeira vez, o papel
dos flebotomineos na transmissédo da LT e Forattini, em 1958, encontrou o parasito
em roedores silvestres em areas de floresta no estado de S&o Paulo.

As teorias sobre a origem e expansao da LTA no continente sul- americano se
iniciaram a partir de 1980, quando Juliano Moreira e Aguiar Pupo propunham a
primeira teoria de origem Mediterrédnea, comparando casos do “botdo da Bahia” com
os do “botdo do Oriente”, inferindo que a doenca teria sido introduzida pelos sirios
ou fenicios que chegaram ao Nordeste na antiguidade. Estas viagens, porém, jamais
foram comprovadas histérica ou arqueologicamente. A segunda teoria € de origem
andina, que comegou a se formular a partir do descobrimento de pecas de ceramica
pré-colombiana ou buacos peruanos em 1895 (Rabello, 1925) e reforcados pelos
documentos do século XVI, predominando esta teoria na literatura biomédica. Com
base nas analises de fontes pré e pdés-colombianas, Marzochi & Marzochi (1994)
sugerem a partir de estudos epidemiologicos e de distribuicdo geografica dos
parasitos identificados como L. (V.) braziliensis em diferentes ecossistemas,

envolvendo vetores e reservatorios diversos, que a doenga humana tenha se
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iniciado a partir da regido ocidental amazbnica, e admitem que o processo de
dispersao para outras areas do Brasil € recente, ocorrida principalmente através do
ciclo econémico da borracha, entre 1990 e 1912, e se espalhou para outras regides
a partir de ciclos posteriores que implicaram mobilidades sociais. Altamirano-Enciso
et al. (2003) sugerem, a partir desta teoria, que a doenga humana é muito antiga,
dispersando-se primeiro para a selva alta e posteriormente as terras quentes
andinas, através dos limites da Bolivia e do Peru com o Brasil. As migrag¢des
humanas que interligam as regides andina e amazébnica teriam disseminado a
infeccao a partir de periodos arqueolégicos como referem as ceramicas pré-incaicas.

As leishmanioses ja eram conhecidas desde antes do inicio do século XX
como um grupo de doengas dermatoldgicas muito semelhantes entre si e com
apresentacao clinica associada a lesbes cutaneas, ulcerosas e por vezes
comprometendo também a mucosa oronasal (Rabello, 1925; Pessoa & Barretto,
1948; Pessoa, 1958).

A distribuicdo da LTA no continente americano vai desde o extremo sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, com excegao do Chile e Uruguai (Gontijo &
Carvalho, 2003). No Brasil, pelos dados de notificagdo disponiveis, observa-se que a
doencga encontra-se em franco processo de crescimento, tanto em magnitude como
em expansao geografica. Atualmente é o pais com a mais alta prevaléncia de LTA
em que o parasito L. braziliensis € o agente etiolégico principal, afetando quase
30.000 pessoas anualmente (Brasil, 2000; Marzochi, 2001).

A LTA tem sido assinalada em diversos municipios de todas as unidades
federadas (UF), sendo, portanto, uma das afec¢cées dermatoldgicas que merecem
mais atencdo (Saraiva et al., 2006). Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS) do Ministério da Saude, o maior coeficiente de detec¢céo da doenga se
da na Regiao Norte, onde ela atinge quase 100 habitantes para cada 100.000. Em
seguida, as regides Centro-Oeste, com 41,85 e Nordeste, com 26,50 casos para
cada 100.000 pessoas. A regido Sudeste representa cerca de 10% dos casos
notificados no Brasil.

A importancia da doenca reside nao s6 no fato de ser amplamente distribuida
e na sua alta incidéncia, mas pela capacidade de assumir formas desfigurantes e
algumas vezes incapacitantes, com envolvimento psicoldgico e reflexos no campo
social e econémico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma
doenga ocupacional (Gontijo & Carvalho, 2003). No entanto, provavelmente devido a

sua baixa taxa de mortalidade, ocorrendo somente em casos esporadicos associado
27



a infecgdes secundarias ou a problemas na medicagao do paciente, a LTA é uma
das doengas endémicas que menos recebe atencdo das autoridades publicas
(Marzochi & Marsden, 1991; Sabroza, 2006).

Nas ultimas décadas tém ocorrido mudangas no padrdo de transmissao da
LTA. Inicialmente considerada uma zoonose de animais silvestres, sé acometia o
homem que ocasionalmente adentrava as florestas. Hoje, a doenga ja ocorre em
zonas rurais, matas remanescentes modificadas e regides periurbanas, onde a
adaptacao dos reservatorios silvestres e dos flebotomineos é evidente, propiciando
a formacéo do ciclo do parasito nesses ambientes (Lima et al., 2002).

Novos surtos da doenca foram descritos em areas de colonizagao antiga,
como no estado do Rio de Janeiro, particularmente nas cidades de Jacarepagua,
llha Grande, Campo Grande e Parati (Marzochi, 1992), em S&o Paulo, no vale Mogi-
Guacgu e no Vale da Ribeira (Bastos, 1978). No Espirito Santo, um grande foco foi
detectado nas cidades de Viana e Cariacica (Sessa et al., 1985). No Nordeste, a
LTA persiste como uma doenga endémica, especialmente nas areas montanhosas
dos estados da Bahia, Ceara e Paraiba (Falqueto & Sessa, 1996).

Em Minas Gerais, na Regidao do Vale do Rio Doce, a LTA e a LVA tém sido
relatadas e estudadas (Coelho & Falcao, 1966; Mayrink et al., 1979). Neste estado,
além da permanéncia dos antigos focos endémicos na regidao de mata atlantica nos
vales do Rio Doce e Mucuri, foram registrados numerosos casos fora dessas areas,
onde o ciclo periurbano de transmissé&o foi observado, como na regido metropolitana
de Belo Horizonte (Passos et al.,, 1993, 2001) e na periferia de Manaus no
Amazonas (Barrett & Senra, 1989). Com o desaparecimento das florestas primarias,
roedores infectados e com habitos sinantropicos, circundando com maior frequéncia
as casas, podem servir como fonte de infeccédo para flebotomineos bem adaptados
ao ambiente modificado como L. whitmani e L. intermedia (Gramicia & Gradoni,
2005).

Na cidade de Governador Valadares, no Vale do Rio Doce, o numero de
casos de LTA vem aumentando nos ultimos anos de forma preocupante. Segundo a
Geréncia de Epidemiologia da Secretaria Municipal da Saude local, a maioria dos
pacientes é residente na zona urbana, sendo a maior concentragdo dos casos nos
bairros adjacentes ao Pico da Ibituruna.

No amplo contexto de diferentes regides geograficas, atualmente sao

considerados 3 perfis epidemiolégicos para a doenga no Brasil (Brasil, 2007):
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- Silvestre: considerada zoonose de animais silvestres, onde a transmissao
ocorre em areas de vegetacao primaria. O homem pode ser acometido quando entra
em contato com estes ambientes.

- Ocupacional e lazer: a transmissao esta relacionada com a exploragao
desordenada de florestas, derrubada de matas para construcéo de estradas, usinas
hidrelétricas, extracdo de madeira, desenvolvimento de atividades agropecuarias, de
treinamentos militares e ecoturismo.

- Rural ou periurbana: esta relacionada ao processo migratorio, ocupagao de
encostas e aglomerados em centros urbanos associados a matas residuais ou
secundarias. Neste tipo, tem-se a adaptacédo do vetor ao peridomicilio.

O estabelecimento de acdes de controle da LTA representa um grande
desafio, uma vez que a doenca apresenta grande diversidade de agentes,
reservatorios, vetores, associados a acdo do homem sobre o meio, sofrendo
constantes mudancgas no seu padrao epidemiolégico de transmissao. Além disso, o
conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos evidencia a complexidade do
seu controle (Costa, 2005). Em focos domeésticos e peridomésticos, intervengdes
com o objetivo de diminuir a abundancia de flebotomineos dentro e fora das casas,
como a utilizagdo de piretroides, pode reduzir a incidéncia da doenca, mas em
alguns casos, estas medidas ndao se mostram eficazes (Campbell-Lendrum et al.,
2001; Nunes et al., 2006).

O controle da LTA deve ser abordado levando em conta alguns aspectos:

vigilancia epidemioldgica, que abrange a detecgdo do caso, sua confirmagéo,

registro da terapéutica e variaveis basicas, e finalizagdo com as analises de dados

distribuidos em indicadores epidemiolégicos; medidas de atuacdo no ciclo de

transmissdo, baseadas nas caracteristicas epidemiolégicas em particular, aliadas ao
diagndstico precoce e tratamento adequado, de reducdo vetorial nas areas de

colonizagdo antiga ou periurbana, com o uso de inseticidas; medidas educativas,

junto @ comunidade e, aliadas a estas medidas, a capacitagdo continuada dos
profissionais de saude em todos os seus niveis (Basano & Camargo, 2004).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz seria uma outra alternativa para o
controle da doenga (Basano & Camargo, 2004). Contudo, € necessario haver uma
adequacado das atividades de controle as condicbes de cada local atingido pela
doenca, e um ponto que deve ser sempre abordado e tratado com prioridade € o
desequilibrio ambiental, que esta intimamente ligado a expansdo da mesma

(Marzochi & Marzochi, 1994; Sabroza, 2006).
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3.2 Agente etioldgico

Os parasitos causadores da LT sao protozoarios do género Leishmania, e
apresentam no seu citoplasma uma organela caracteristica da ordem Kinetoplastida,
o cinetoplasto, composto de uma rede de moléculas de DNA circulares (KDNA), que
sdo divididos em maxicirculos e minicirculos (Simpson, 1987). Os minicirculos séo
as moléculas responsaveis pela estrutura da rede, sendo homogéneas em tamanho
e usualmente heterogéneas em sequéncias, possuindo cerca de 10.000 a 20.000
cbpias. Possui uma regido conservada, que é compartilhada intraespecificamente
entre todos os minicirculos de kDNA (Rodgers et al., 1990) e uma regido variavel. Ja
0s maxicirculos, estdo presentes em menor quantidade, sdo homogéneos em
sequéncia, com cerca de 50 cdpias e tamanho de 20 a 40 Kilobases, dependendo
da espécie.

Segundo Lainson & Shaw (1987), as leishmanias sao classificadas
taxonomicamente de acordo com a localizagao do parasito no aparelho digestivo dos
flebotomineos. Os parasitos que se aderem a porgédo anterior e média do intestino
sdo agrupados no subgénero Leishmania (comportamento suprapilario) e os que
apresentam uma fase de divisdo que se aderem a parede do intestino posterior
(desenvolvimento peripilario), pertencem ao subgénero Viannia.

O género Leishmania possui muitas espécies e a classificacdo taxonémica
baseia-se nas caracteristicas do parasito nos animais de laboratério, nos vetores e
no aspecto clinico e epidemioldgico da doenca que acomete o homem. O sistema de
classificagdo € acrescentado com uma variedade de métodos bioquimicos e
imunoldgicos, incluindo o mapeamento de peptideos de DNA, reatividade
imunoldgica a anticorpos monoclonais e padrées isoenzimaticos (zimodemas)
(Grimaldi et al., 1989; Duarte, 2009).

As principais espécies causadoras da LTA s&o assim classificadas:
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QUADRO 1: Principais espécies de Leishmania causadoras de LTA

Subgénero Complexo Espécies
Complexo braziliensis |L. braziliensis
L. peruviana
. guyanensis
. panamensis
. naiffi

. lainsoni

Viannia Complexo guyanensis

. donovani
. infantum

L
L
L
L
Complexo donovani |L
L
L. chagasi
L
L
L
L
L

Leishmania Complexo tropica . tropica
. major
. aethiopica

. mexicana

Complexo mexicana

. amazonensis

Nas Ameéricas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies de Leishmania
causadoras da leishmaniose tegumentar humana (Costa, 2005). No Brasil ja foram
identificadas sete espécies, seis destas do subgénero Viannia e uma do subgénero
Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e
L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi,
L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das regides Norte e
Nordeste.

O agente etiologico responsavel por causar a LV pertence ao subgénero
Leishmania, com trés espécies principais: Leishmania (L.) donovani, L. (L.) infantum
e Leishmania (L.) chagasi (Melo, 2004). Nas Américas a LV é causada pela L.

chagasi, espécie considerada sinonimia de L. infantum (Mauricio et al., 2001).
3.3 Ciclo Biolégico do Parasito

Ha dois estagios principais durante o ciclo de vida do parasito: promastigotas,
que sao formas flageladas e extracelulares, e amastigotas, formas nao-flageladas e
intracelulares obrigatérias, encontradas em mondcitos e macrofagos dos
hospedeiros vertebrados. Durante o repasto sanguineo, os flebotomineos injetam na
pele do hospedeiro juntamente com a saliva, as formas promastigotas do parasito.
As células do SMF (Sistema Mononuclear Fagocitico) do hospedeiro endocitam
estas formas, que se transformam em amastigotas e comegam a se multiplicar no
interior do fagolisossomo por divisdo binaria longitudinal, infectando novas células do

SMF quando a célula hospedeira original se rompe. Ao se alimentar em um
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hospedeiro infectado, o flebotomineo ingere os macréfagos contendo as formas
amastigotas, que sofrem divisdo binaria no seu intestino, transformando-se em
promastigotas. Estas formas se dividem por divisdo binaria longitudinal, passando
por mudangas morfolégicas e fisiologicas. O primeiro estagio no vetor € chamado
promastigota prociclica, que possui baixa motilidade e se replica no interior da matriz
peritréfica, estrutura quitinosa que envolve o sangue ingerido, separando-o do
epitélio intestinal (Secundino et al., 2005). Apds alguns dias, os parasitos se
diferenciam em formas alongadas e com alta motilidade, chamadas nectomonas.
Estas se dirigem para o exterior da matriz peritréfica e se aderem ao epitélio
intestinal. As nectomonas se diferenciam em leptomonas, formas curtas que
continuam a se replicar. A partir dai, alguns parasitos se diferenciam em formas
haptomonas e outros em promastigotas metaciclicas, que sao formas longas,
apresentam um longo flagelo, alta motilidade e ndo mais se dividem, sendo estas as
formas infectivas para o hospedeiro vertebrado no momento do segundo repasto
sanguineo realizado pelo flebotomineo (Ashford, 2000; Choi & Lerner, 2001; Bates,
2007).

3.4 Os vetores

Os flebotomineos sao dipteros pertencentes a familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae, sendo o género Phlebotomus Rondani & Berté, 1840 e
Lutzomyia Franga, 1924 responsaveis pela transmisséo das leishmanioses no Velho
Mundo e no Novo Mundo, respectivamente. O género Lutzomyia é subdividido em
15 subgéneros, 15 grupos e apresentam mais de 400 espécies (Young & Duncan,
1994).

S&o insetos de pequeno porte (2 a 3 mm), possuindo como caracteristica o
corpo com intensa pilosidade. Sdo holometabolos, com ciclo vital composto de uma
fase de ovo, fase larval (compreende 4 estadios), fase de pupa e o adulto. As larvas
dos flebotomineos séao terrestres, bastante ativas e se deslocam com rapidez para
buscar alimento, provavel causa de dispersdo na natureza (Sherlock, 2003). Os
adultos podem ser facilmente reconhecidos pela posi¢cao de pouso, pois as asas se
mantém divergentes e em posi¢cao semi-ereta, conferindo-lhes um aspecto peculiar.
Os olhos sao proeminentes, arredondados e bem separados, e as antenas sao
longas, formadas por 16 segmentos. Nas fémeas, a probodscide é desenvolvida, do
tipo picador-pungitivo, constituida de labro, um par de mandibulas, hipofaringe, um

par de maxilas e labio. Os machos possuem mandibulas rudimentares. As pernas
32



sdo longas e delgadas, o que os distinguem dos demais insetos desta familia. As
asas sao bem desenvolvidas, grandes, hialinas e de aspecto lanceolado. A
extremidade posterior do abdome se diferencia nos dois sexos: as fémeas possuem
estruturas internas, sobressaindo um par de espermatecas e nos machos é
diferenciada em 6rgao copulador formado por 5 estruturas pares (Forattini, 1973)
(FIGURAS 5 € 6).

A importancia dos flebotomineos para o homem e para os animais deve-se a
seu papel como vetores naturais de alguns agentes etiolégicos, como protozoarios
do género Leishmania e outros tripanosomatideos, bactérias do género Bartonella e
varios arbovirus (Sherlock, 2003).

Muitas espécies tém sido incriminadas na transmissdo da LTA, em
associagao com leishmanias dos subgéneros Viannia e Leishmania, porém somente
algumas tém sido consideradas importantes vetoras, com base nos seguintes
critérios: grau de antropdfilia, infecgao natural por Leishmania e distribuicdo espacial
coincidente com a da doenga (Rangel & Lainson, 2003). Os principais flebotomineos
transmissores da LTA no Brasil s&do Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia Lutz & Neiva,
1912; L. migonei Franga, 1920; L. (N.) whitmani Antunes & Coutinho, 1939; L.
(Pintomyia) fischeri Pinto, 1926; L. (Pintomyia) pessoai Coutinho & Barreto, 1940; L.
(N.) umbratilis Ward & Fraiha, 1977; L. (Psychodopygus) wellcomei Fraiha, Shaw &
Lainson, 1971; L. (Trichophoromyia) ubiquitalis Mangabeira, 1942; L.
(Psychodopygus) complexa Mangabeira 1941; L. (Psychodopygus) ayrozai Barreto &
Coutinho, 1940; L. (Psychodopygus) paraensis Costa Lima, 1941; L. (N.)
flaviscutellata Mangabeira, 1942.

No ciclo de transmiss&o da L. chagasi, agente etiolégico da LV no Novo
Mundo, o principal vetor incriminado € L. longipalpis Lutz & Neiva, 1912. O encontro
de fémeas de L. cruzi Mangabeira, 1938 infectadas em area endémica para LV em
Corumba, Mato Grosso do Sul, demonstrou a possibilidade desta espécie ser a

transmissora da doenga na area (Santos et al., 1998).

33



FIGURA 5: Macho de flebotomineo

FIGURA 6: Fémea de flebotomineo
ingurgitada
Fonte: http://fpslivroaberto.blogspot.com/2009_12_01_rchive.html

3.5 Habitos alimentares

Os machos e fémeas necessitam de suprimentos de carboidratos na
alimentacdo, que adquirem da seiva de plantas, secre¢cao acucarada de afideos,
néctar de flores, frutos e outros sucos de plantas. Esta fonte de alimentagao, além
de ser utilizada na obtencdo de energia e amadurecimento dos ovarios da maioria
de espécies de flebotomineos, pode afetar também o desenvolvimento e
infectividade das leishmanias no tubo digestivo do vetor (Sherlock, 2003; Brazil &
Brazil, 2003).

Somente a fémea necessita de sangue para a maturagéo dos ovarios. O ciclo
gonotréfico varia; algumas espécies realizam o repasto sanguineo apenas uma vez
entre as posturas, enquanto outras podem se alimentar de diversos animais durante
um unico ciclo de oviposigao, tornando-se assim vetoras mais importantes (Sherlock,
2003; Brazil & Brazil, 2003).

O estudo do conteudo estomacal de insetos hematéfagos € de grande

importancia para estudos ecoldgicos e epidemioldgicos, pois permite descobrir a
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fonte de alimentacdo dos flebotomineos, por ocasido do repasto sanguineo. Além
disso, pode fornecer subsidios para identificar reservatérios potenciais de
leishmanias e indicar o papel protetor que certos animais podem desempenhar em
relagdo ao homem na area de transmissao do parasito (Ferreira, 1945). O estudo do
padrao alimentar das espécies de flebotomineos se faz necessario para avaliar a
epidemiologia do comportamento das espécies em areas de transmissdo de
leishmanioses e também do parasito, auxiliando no direcionamento das estratégias
de controle (Dias et al., 2003).

Em area de transmissdo de LVA, a analise do sangue ingerido por
flebotomineos da espécie L. longipalpis revelou uma ampla variedade de
hospedeiros, inclusive o0 homem, evidenciando o carater oportunista e antropofilico
do vetor (Dias et al., 2003; Barata et al., 2005; Missawa et al., 2008). Afonso et al.
(2005) também observaram em Mesquita, RJ, area de transmisséo de LTA, o carater
eclético de alimentacdo da espécie L. intermedia, e sua associacdo com
hospedeiros tanto no peri como no intradomicilio.

A identificacdo da fonte alimentar dos vetores propicia informacao sobre a
preferéncia por hospedeiros em condi¢cdes naturais. A intensidade da antropofilia é
um dos fatores essenciais na avaliacdo da capacidade vetorial, enquanto a atragao
por outros hospedeiros pode dar respostas sobre a associagdo entre potenciais
vetores e reservatorios naturais (Afonso et al., 2005).

Atualmente, uma grande variedade de animais ja foram identificados como
fonte alimentar de flebotomineos (Tesh et al. 1971; Boreham, 1975; Lainson &
Shaw, 1979; Christensen et al. 1982), inclusive infectados por alguma espécie de
Leishmania. A presenga de animais sinantropicos e domésticos no peridomicilio
contribuem para a atracdo de flebotomineos, possivelmente vetores de
leishmanioses, e com isso, ha maior risco de transmissao da doenca (Forattini, 1953;
1960, 1976a, Gomes et al. 1983, Brazil et al., 1991).

3.6 Métodos para identificagcao de repasto sanguineo

Diversas metodologias sdo empregadas no estudo de identificacdo da fonte
sanguinea de flebotomineos, dentre elas, as observagdes visuais, capturas com isca
humana, armadilhas contendo iscas animais, encontro em abrigos de animais
silvestres e domésticos e mais usualmente, técnicas imunologicas (Marassa et al.,
2004). Estas tém sido utilizadas desde os primordios de 1900, quando King & Bull

(1923) e Rice & Barber (1935) adaptaram a técnica de precipitina para determinar a
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fonte alimentar em mosquitos e outros insetos. Esta técnica é tradicionalmente
empregada, e baseia na interagdo de proteinas presentes no soro proveniente do
sangue digerido pelos artropodes, confrontado com os antisoros adequados dos
possiveis hospedeiros, caracterizando assim o grupo hierarquico, tais como ordens
e classes de fontes alimentares envolvidas no hematofagismo (Weitz, 1953;
Washino & Tempelis, 1983; Service et al., 1986; Savage et al., 1993).

Ha algum tempo, a técnica imunoenzimatica ELISA tem sido utilizada para a
identificacdo do habito alimentar de mosquitos (Burkot et al., 1981; Savage et al.,
1993). Segundo Marassa, a utilizagdo da técnica imunoenzimatica de captura no
sistema avidina-biotina (ELISA) apresenta vantagens ao obter um aumento na
sensibilidade e especificidade e por permitir o processamento de um grande numero
de amostras, além de reconhecer a fonte sanguinea em amostras contendo
quantidades reduzidas de sangue recém-ingerido (Marassa et al., 2004). No entanto,
ela apresenta alguns limites, como a possibilidade de reagdo cruzada entre as
especies, requer a producado de anticorpos especificos para uma ampla variedade
de hospedeiros potenciais e a incapacidade de revelar reservatorios imprevisiveis
(Haouas et al., 2007).

Mais recentemente, técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para
identificar as fontes de alimentagdo de alguns insetos vetores com alto grau de
especificidade e sensibilidade. O primeiro método utilizando a Reac¢ao em Cadeia da
Polimerase (PCR) para identificar a fonte alimentar de flebotomineos foi realizado
amplificando e sequenciando o gene prepronociceptin, recentemente descrito por
Haouas et al. (2007). O primeiro ensaio foi realizado utilizando flebotomineos
alimentados em sangue humano; posteriormente foi testado em flebotomineos
capturados no campo, obtendo resultado satisfatério em 100% das amostras
coletadas (Houas et al., 2007). Sant’Anna et al., 2008 através da tecnologia baseada
em papel de filtro, seguida por PCR, conseguiu identificar as fontes alimentares,
bem como a detecgéo do parasito em flebotomineos alimentados. Na regido sudeste
do Ird, Oshagi et al. utilizaram o método molecular para diferenciar a alimentagéo
sanguinea em humanos de outras fontes de alimentagcdo em mosquitos, através da
amplificacdo do gene do Cytocromo b. A técnica de PCR-RFLP foi utilizada para se
chegar ao nivel especifico. As sequéncias do cytocromo b mostraram polimorfismos
interespecificos capazes de distinguir entre os hospedeiros: humano, vaca, ovinos,

galinha e prea (Oshaghi et al., 2006).
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A PCR baseada em iniciadores que se alinham ao gene mitocondrial
cytocromo b tem identificado hospedeiros mamiferos e aves de varias espécies de
mosquitos (Kent & Norris, 2005; Kent et al., 2006; Molaei et al., 2006).

3.7 Influéncia das variaveis climaticas sobre os flebotomineos

Os habitats naturais dos flebotomineos possuem uma pequena variagcdo na
temperatura e umidade, sendo que esta caracteristica favorece a presenga dos
mesmos e pode alterar a dindmica das populagdes destes insetos (Dias et al., 2007).
Geralmente, nestes locais as fémeas encontram os hospedeiros vertebrados e
realizam seu repasto sanguineo (Basimike et al. 1991; Comer & Brown, 1993).

As observagdes sobre o comportamento e a ecologia das espécies de
flebotomineos sao imprescindiveis para a aplicacdo correta das medidas de controle
da doenca. Deve-se considerar aspectos como a variacdo na atividade estacional e
horaria, correlacionando-as com dados climaticos e fases lunares, a variacdo da
distribuicao vertical e horizontal, antropofilia e infeccdo natural e experimental por
leishmanias (Sherlock, 1996).

Vaérios trabalhos sugerem que os fatores climaticos, como temperatura,
umidade relativa do ar e pluviosidade podem influenciar, de maneira variavel, a
densidade de flebotomineos em determinadas areas (Scorza et al. 1968; Miscevic,
1981). A LTA apresenta uma evidente variagcdo sazonal, sendo que as chuvas em
niveis moderados, a temperatura, insolagcdo e evaporagao mais baixos e a umidade
alta, favorecem o aumento da densidade de flebotomineos (Dias-Lima et al., 2003).
Barata et al. (2004) na cidade de Porteirinha (MG) mostraram a interferéncia de
fatores climaticos sobre a populagao de flebotomineos, onde houve uma correlagéao
significativa entre o numero de flebotomineos capturados e a umidade e
pluviosidade. Outros autores observam que ha um aumento na densidade desses
insetos apos o periodo de chuvas (Missawa & Dias, 2007; Dias et al.,, 2007;
Michalsky et al., 2009).

O estudo da variagcdo sazonal da fauna flebotominica € importante para a
compreensao da biologia, da relagdo entre a espécie e seu habitat, da possivel
importancia epidemioldgica dos vetores, assim como da dindmica da transmisséo da
leishmaniose, visando propor medidas de controle que possam diminuir a densidade
de flebotomineos em determinados locais (Macedo et al., 2008). Estudos destas
variacbes tém originado dados sobre os riscos de transmissdo de parasitos ao

homem (Marcondes et al., 2001).
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3.8 Os reservatorios

Desde as primeiras décadas do século passado, pesquisadores em todo o
mundo buscam descobrir os reservatérios “primarios” das leishmanioses. Para que
um animal seja considerado hospedeiro reservatdrio da doenga, seu sistema deve
ser capaz de manter populagcbes do parasito que consigam sobreviver
indefinidamente. A susceptibilidade do hospedeiro ao parasito depende de alguns
fatores, como a densidade populacional do hospedeiro, a duragdo da infecgao (e
longevidade do hospedeiro), a localizagdo do parasito no seu interior e o estado
imunoldgico do hospedeiro apés a cura (Ashford, 2000).

Varios pesquisadores, nos primordios dos estudos da LTA, tiveram sua
atencdo voltada para a existéncia de um possivel hospedeiro silvestre envolvido na
transmissdo da doenga (Nery-Guimaraes & Azevedo, 1964). Em 1955, Forattini e
Santos viram formas “suspeitas” de Leishmania em lesdes cutaneas de uma paca
(Cuniculus paca paca). Em 1957, no Panama, Hertig e colaboradores realizaram
hemocultura em roedores e marsupiais, encontrando resultados positivos para
Leishmania em alguns exemplares de espécies de ratos de espinho (Proechimys
semispinosus e Haplomys gymnurus). A associagdo dos parasitos isolados em
cultura a leishmaniose tegumentar foi comprovada pela inoculagdo em voluntario e
subsequente producao de lesao leishmaniética (Forattini, 1960).

No estado de Sao Paulo, em area endémica para LTA, Forattini, no final da
década de 50, capturou 928 animais, a maioria roedores, e encontrou positivos ao
exame parasitoldgico de pele e hemocultura as seguintes espécies: Cuniculus paca,
Dasyprocta azarae (cutia) e Kannabateomys amblyonyx (rato-da-taquara). Nery
Guimaraes et al. (1968) pesquisaram a infeccdo natural por Leishmania em
roedores, na floresta de Utinga, municipio de Belém, Para. Neste trabalho, foram
analisados 334 espécimes do género, sendo que 34 (10,2%) foram encontrados
infectados por Leishmania a partir de material de lesdo de cauda (Nery Guimaraes et
al., 1968). Na mesma regido, Lainson & Shaw (1968) encontraram 16 exemplares
infectados de um total de 89 Oryzomys capito examinados (provavelmente por L.
amazonensis). O parasito foi isolado em 3 espécimes de Proechimys guyanensis
capturados na mesma area. A alta incidéncia da infeccdo, aliada aos habitos destas
duas espécies com as do vetor Lutzomyia flaviscutellata indicaram a importancia

destes roedores como reservatorios na regiao do baixo Amazonas. Nesta regido, os
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mesmos autores demonstraram pela primeira vez a infeccdo em um marsupial,
Marmosa murina, que apresentava lesdo na cauda (Lainson & Shaw, 1969).

Em 1970, Lainson & Shaw detectaram pela primeira vez no estado do Mato
Grosso, Leishmania em roedores do género Oryzomys. Foram observados nos
isolados, duas cepas distintas do parasito: uma de crescimento rapido e outra de
crescimento lento. Estas observagdes levaram os autores a suspeitar de se tratar de
um complexo de espécies, até aquele 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). Em 1972, Forattini e
colaboradores isolaram leishmanias, do tipo que apresentavam crescimento “lento”,
em 3 de 137 animais capturados em area endémica para LTA no estado de Séao
Paulo: dois Akodon arviculoides e um O. nigripes. Os autores suspeitaram a
possibilidade do género Oryzomys ser importante reservatério do parasito no estado.
Estes mesmos autores, um ano mais tarde, isolaram o mesmo parasito em O. capito
laticeps.

No Vale do Rio Doce, MG, as pesquisas de Mayrink et al., 1979 com
finalidade de encontrar infeccdo por Leishmania em animais silvestres,
apresentaram resultados negativos para todos os animais examinados. Em
contraste, Dias et al. (1977), nesta regido, encontrou lesées de pele em 27 de 355
caes examinados, sendo que em 11 destes foram encontrados parasitos
pertencentes ao género Leishmania.

E importante salientar a importancia dos animais com habitos sinantrépicos
na epidemiologia da doencga, pois a mesma comega a ser observada em ambientes
peridomiciliares. Com a utilizagcdo de técnicas moleculares, roedores silvestres e
sinantrépicos foram encontrados infectados por L. (V.) braziliensis em Rattus rattus
no Ceara (Vasconcelos et al., 1994). Brandao-Filho et al. (2003) no estado de
Pernambuco, em area endémica para LTA, capturaram 460 animais e conseguiram
isolar L. braziliensis em 6 espécimes, dos quais 5 eram pertencentes a espécie
Bolomys lasiurus e um Rattus rattus. Detectaram ainda, em 17,6% das espécies,
kKDNA de Leishmania (Viannia). Em Araguai (MG), Oliveira (2005) detectou no roedor

sinantropico Rattus rattus DNA pertencente aos subgéneros L. (Viannia) e L.
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(Leishmania), encontrado também nos roedores silvestres Trichomys apereoides e
O. subflavus (Oliveira et al., 2005).

O envolvimento de animais domésticos na epidemiologia da LTA é conhecido
desde o inicio do século (Falqueto et al., 1986). Brumpt & Pedroso (1913) foram os
primeiros a observar a infeccdo natural em caes, no estado de Sao Paulo.
Observagdes interessantes foram feitas por Herrer em areas endémicas de “Uta”
(forma benigna da LT que ocorre no Peru). Na ocasido, dos 513 cédes examinados,
11foram encontrados infectados. Herrer & Christensen (1976), investigaram a
ocorréncia da doenca em caes domeésticos, encontrando 11 infectados entre 333
examinados.

No Brasil, alguns estudos tém mostrado ser relativamente comum a presenga
de caes infectados em areas endémicas de LTA, como observado por Falqueto et al.
(1986) no Espirito Santo, que mostrou nitida relagdo entre a presenca de caes
infectados e o surgimento de novos casos da doenca. A discussédo do papel do cao
na epidemiologia da LTA é ainda controversa. Alguns autores consideram o cao
apenas um hospedeiro acidental, assim como o homem (Laison & Shaw 1970).
Outros, entendem o papel do cdo como elo de ligagdo da doenca dos animais
silvestres para o homem, no ciclo epidemiolégico da doenga (Coutinho et al. 1985;
Pirmez et al., 1988).

Apesar de aventada a possibilidade de animais domésticos e peridomésticos,
em especial o cao, estarem funcionando como reservatérios, pouco se conhece
sobre os aspectos clinicos, parasitolégicos e imunolégicos do curso da infecgéo pela
L. braziliensis em céaes. Varios questionamentos ainda permanecem quanto ao
verdadeiro papel do cdo na adaptacdo do novo ciclo de transmissdo da LTA
(Reithinger & Davies, 1999; Madeira, 2003).

3.9 A utilizagao da PCR para detec¢ao de Leishmania spp.
3.9.1 Reag&o em Cadeia da Polimerase

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR), desenvolvida por Saiki et al.
(1985), baseia-se na replicagao in vitro de milhdes de copias de um segmento
especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase. E usada para
amplificar um segmento de DNA posicionado entre duas regides de seqléncia
conhecida. Os oligonucleotideos s&o usados como primers (iniciadores) para uma

série de reacodes catalizadas pela enzima.
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A reacdo se baseia na desnaturagdo do DNA (separacao da fita dupla). Apds
a desnaturagao, cada oligonucleotideo ou iniciador se liga a sequéncia alvo. Assim,
cada iniciador hibridiza para cada uma das duas fitas separadas, de forma que a
extensao terminal 3’ é diretamente direcionada a outra. Depois do anelamento,
ocorre extensao do iniciador sobre a fita molde através da DNA polimerase.

A PCR se da em repetidos ciclos de desnaturacao, anelamento e extensao do
iniciador. Cada ciclo € composto de uma desnaturacdo de DNA (92-95°C), ligacao
do iniciador (40-65°C) e sintese do DNA (70-75°C). Desta forma, a partir de uma
unica copia, ao final de uma sucessao de ciclos, havera a amplificagdo de milhdes
de vezes esse segmento.

Os métodos classicos utilizados para detecgdo da presenca de Leishmania
spp. em insetos vetores, sdo o parasitoldégico apos dissec¢ao do trato digestivo do
vetor e identificagdo dos parasitos in situ pela cultura do parasito, ou inoculagao em
animais de laboratério (Carvalho et al., 2008). Os fatores limitantes destas técnicas
estdo no fato de elas serem demoradas, da dificuldade de processar um grande
numero de amostras e de sua baixa especificidade, pois as fémeas de
flebotomineos também albergam outros tipos de parasitos, como algumas espécies
de Trypanosoma e Endotrypanum, que passam por um estagio de promastigota
indistinguivel de Leishmania, dificultando o diagndstico da doenga (Paiva et al.,
2007; Barbosa et al., 2006; Carvalho et al., 2008).

Os métodos moleculares, como a PCR vém sendo largamente utilizados nos
estudos epidemioldgicos a fim de incriminar animais silvestres e domeésticos como
hospedeiros da doenga e detectar o parasito em flebotomineos infectados
experimental ou naturalmente. A sensibilidade e especificidade deste método séo as
principais vantagens, independente do numero, localizagao e estagio do parasito no
trato digestivo do vetor (Michalsky et al., 2002). Além disso, para detectar a
presenca de infec¢do atual e ndo passada, nos inquéritos epidemioldgicos, a PCR é
o método mais indicado, uma vez que o DNA persiste apenas algumas horas apds a
morte do parasito, ao contrario da resposta imune celular ou humoral (Disch et al.,
2004; Prina et al., 2007).

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). Outras sequéncias alvo tém sido

utilizadas na PCR, como o SSUrRNA (Van Eys, 1992). A Leishmania Nested PCR
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(Ln-PCR) é dirigida a regido SSUrRNA e apresenta um alto grau de sensibilidade e
especificidade, devido ao uso de um segundo alvo de iniciadores especificos para
Leishmania a fim de amplificar o primeiro produto da PCR (Cruz et al., 2002, 2006).
Como a PCR é um método extremamente sensivel, seu maior inconveniente
seria o0 risco de resultados falso-positivos ou contaminagcdo por produtos

previamente amplificados.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

O municipio de Governador Valadares insere-se na Regidao Administrativa do
Vale do Rio Doce, segundo a divisdo estabelecida em 1997 pelo Estado de Minas
Gerais. Conforme as divisdes de Planejamento, situa-se na Microrregido do mesmo
nome, pertencente a Regido de Planejamento X - Rio Doce. Sua localizagao,
segundo as coordenadas geograficas € 18°51'12" latitude sul e 41°56'42" longitude
oeste. A area total do municipio € de 2349 km? segundo dados do Instituto de
Geociéncias Aplicadas (IGA). E um importante ponto de ligacdo entre a capital
mineira, o nordeste do Estado e do Pais, configurando-se como entroncamento de
diferentes meios e vias de transporte. A zona urbana da cidade é atravessada pelo
Rio Doce, que também tem um grande percurso pela zona rural (FIGURA 7). O
municipio é ainda, banhado pelos rios Suacui Grande e Suacui Pequeno, além de
outros corregos e rios de menor porte.

O municipio apresenta uma topografia caracterizada pela dominéncia de
relevo colinoso, com niveis altimétricos compreendidos entre 191 metros (foz do
Ribeirao Santa Helena) e 1 008 metros (cabeceira do Cérrego Bananal), em relagao
ao nivel do mar. O Pico da Ibituruna, conhecido como “Plataforma Mundial de V6o
Livre”, é o principal atrativo de fomento do turismo Valadarense, com 1.123 metros
de altitude acima do nivel do mar e 990 metros em relagdo ao nivel do Rio Doce.
Tombado pela constituicdo do Estado de Minas Gerais desde 1989, o Pico da
Ibituruna é constituido por uma APA (Area de Preservacdo Ambiental). A
temperatura no Pico é mais baixa do que na cidade, apresentando durante o dia em
torno de 25°C e a noite 12°C. O clima € determinado pelos ventos provenientes do
nordeste e do sudeste. Outro fator que contribui para caracterizar o clima da cidade
sdo as Serras do Espinhaco (a oeste do Estado) e a Serra da Mantiqueira (ao Sul).
As duas cordilheiras freiam as frentes frias permitindo que se forme, na regido, um
bolsdo de calor, que comega em Ipatinga e vai até Linhares, no Espirito Santo,
fazendo com que o clima seja quente durante o ano todo.

O clima da regido de Governador Valadares ¢é classificado, segundo Kdppen,
como do tipo Aw - tropical subquente e subseco. Esta categoria € marcada por uma
estacdo seca bem acentuada, coincidindo com o inverno. As médias térmicas anuais

mostram-se em torno de 25,6°C e variam pouco no decorrer do ano. O indice
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pluviométrico médio é da ordem de 1350 mm. O periodo tipicamente chuvoso ocorre
durante o verao e outono (dezembro a maio), enquanto a estagao seca é no inverno
e primavera (junho a novembro).

A area de Governador Valadares insere-se nos ecossistemas da Regido das
Florestas Estacionais Semideciduais. Eles compreendem uma faixa territorial de
sentido nordeste/sudeste, localizando-se mais precisamente entre a Floresta
Atlantica-Pinheirais e os cerrados; sdao de ocupacdo antiga e complexa, porque
neles mesclam atividades tipicamente urbano-industriais com agricolas e pecuarias.

A escolha de Governador Valadares se deve ao alto numero de notificacdes
de casos humanos de LTA nos ultimos anos e ao crescente numero de registros da
LVA, além do fato da cidade ser pdlo na regido com uma populagdo em torno de
260.000 habitantes. A cidade é cortada por extensa malha rodoviaria. A intensa
procura das populagdes vizinhas por servicos na cidade pode constituir um fator

importante para o fendbmeno da urbanizagao das leishmanioses.
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FIGURA 7: Mapa do Municipio de Governador Valadares (MG), mostrando a distribui¢do de bairros.
Fonte: Secretaria Municipal de Planejamento de Governador Valadares - MG.
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4.2 Estudo de flebotomineos
4.2.1 Capturade flebotomineos

As capturas sistematicas para o levantamento da fauna flebotominica foram
realizadas com armadilhas luminosas do tipo HP (Pugedo et al. 2005) (FIGURA 8),
durante o periodo de janeiro a dezembro de 2008. Foram utilizadas 16 armadilhas
em 4 bairros do municipio: Village da Serra, Elvamar, Vila Parque Ibituruna e Vila
Isa, distribuidas em dois pontos por bairro, uma no intra e uma no peridomicilio. O
critério para a escolha dos bairros se deu pelo registro de casos humanos de LTA
nos mesmos, além de serem locais de transicdo entre a area urbana e area verde,
como representado no mapa (FIGURA 9). Para a escolha do local de exposi¢cao das
armadilhas, levou-se em consideracdo as condicbes favoraveis para o
desenvolvimento de flebotomineos, como presenca de animais domésticos e
terrenos com presenga de matéria organica (FIGURA 10). Todas elas foram
expostas das 16:00h as 8:00h da manha seguinte, durante 3 dias consecutivos em
cada més, sempre na ultima semana. O acondicionamento dos espécimes
capturados nestas armadilhas foi feito em tubos de hemdlise contendo alcool 70%.

As fémeas ingurgitadas capturadas durante este periodo foram
acondicionadas a seco em “eppendorfs” de 1,5 ml para os estudos de identificacao
do repasto sanguineo. As capturas entomoldgicas néo-sistematicas para os estudos
de deteccao de infeccdo natural, foram realizadas durante 2 dias consecutivos em
cada més: margo/abril/maio/outubro/novembro e dezembro de 2009 e
janeiro/fevereiro e margo de 2010. Até o més de novembro, as capturas foram
realizadas nos 13 bairros do municipio onde ocorreram casos humanos de LTA. Sao
eles: Santa Helena, Altinépolis, Mae de Deus, Village da Serra, Nossa Senhora das
Gracas, Santa Terezinha, Sdo Pedro, Jardim Pérola, Sir, Lourdes, Santa Rita 2, Vila
do Sol e Centro. Nos meses de dezembro/09, janeiro, fevereiro e margo/10 as
coletas foram realizadas nos mesmos bairros das capturas para o levantamento de
fauna, cujo ambiente era de transicdo entre as areas verdes e areas modificadas
pelo homem. Em todos os meses estudados foram utilizadas armadilhas luminosas
HP. As fémeas nao alimentadas capturadas foram acondicionadas em tubos de
criopreservagao contendo dimetilsuféxido a 6%, sendo transferidos para o nitrogénio
liquido para conservagao do DNA, a fim de serem utilizadas no estudo de detecgao
de infeccao natural. Todos os exemplares capturados foram transportados até o

Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ.
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FIGURA 8: Armadilha luminosa tipo HP
Fonte: Pugedo et al., 2005
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FIGURA 9: Pontos de captura de flebotomineos e roedores, georreferenciados, no municipio de
Governador Valadares, MG. 1 e 2: Village da Serra; 3 e 4: Elvamar; 5 e 6: Vila Parque

Ibituruna; 7 e 8: Vila Isa.
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Vila Parque Ibituruna

FIGURA 10: Exemplos de locais escolhidos para as capturas de flebotomineos e roedores no periodo

de janeiro a dezembro de 2008 no municipio de Governador Valadares, MG.

4.2.2 Preparacdo, montagem e identificacdo dos espécimes

Os flebotomineos acondicionados em tubos de hemolise foram preparados de

acordo com as técnicas padronizadas (TABELA 1) e montados entre lamina e

laminula, utilizando-se liquido de Berlese para machos e fémeas de acordo com a

técnica de Langeron (1949), modificada.

TABELA 1: Protocolo de preparagéo de flebotomineos para montagem e identificagdo de machos e
fémeas, segundo normas preconizadas pelo Laboratério de Leishmanioses do Centro de

Pesquisas René Rachou.

Machos e fémeas

Potassa 10% 3h
Acido acético 10% |20 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Lactofenol 24 h
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Os flebotomineos capturados foram identificados através do uso de
descrigdes especificas, chaves taxonbémicas e comparagbes com exemplares da
colecdo de referéncia (Laboratorio de Leishmanioses do CPqRR). A classificagéo
adotada foi a proposta por Young & Duncan (1994) (FIGURA 11). Parte do material
nao nos permitiu chegar a espécie, devido a ndo integridade de alguns exemplares,

sendo entao identificados apenas em nivel de género.

M

Legenda

A- Cabega do macho

B- Flageldmero Il do macho
C- Cabeca dafémea

D- Flageldmero Il da fémea
E-Cibario e faringe dafémea
F-Cibario dafémea

G-Asa dafémea

H- Asa do macho

I-Bomba e filamentos genitais
J- Terminalia do macho

K- Corpo da espermateca

L- Forquilha e espermateca
M- Espermatecas

N- Bomba genital
O-Paramero do macho

FIGURA 11: Principais estruturas morfolégicas utilizadas na identificagdo de machos e fémeas de
flebotomineos.
Fonte: Young e Duncan, 1994.

48



4.2.3 Influéncia das variaveis climaticas na populacéo de flebotomineos

Para verificar a influéncia da variacgdo mensal sobre a densidade de
flebotomineos no municipio, foram utilizados os dados bioclimaticos de temperatura
(°C), umidade relativa do ar (%) e pluviosidade (mm?®) referentes ao periodo de
janeiro a dezembro de 2008. As variaveis climaticas foram obtidas no Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET). Foram considerados os valores das médias
mensais para cada uma delas. A correlacdo entre as variaveis climaticas e a
densidade populacional de flebotomineos foi avaliada através do coeficiente de

Spearman (p- valor < 0.05).

4.2.4 Identificacdo do repasto sanguineo de flebotomineos através da

reacdo de precipitina

Os flebotomineos capturados foram transportados vivos até o laboratério,
onde as fémeas ingurgitadas foram sacrificadas por congelamento para total
paralisacdo do processo digestivo. As fémeas foram dissecadas para identificagao
da espécie e o teste de precipitina foi aplicado ao conteudo intestinal. A técnica foi
realizada no Departamento de Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.
Executou-se a técnica com pequenas quantidades de reagentes para facilitar a
leitura, e o conteudo estomacal foi triturado em salina a 0,85%. Este macerado foi
deixado por 12 horas a temperatura entre 4°C e 8°C e, logo apés, centrifugado por 5
minutos a 1.500 rpm, e o sobrenadante foi confrontado com os anti-soros de ave,

cavalo, boi, cdo, homem, gamba e roedor (Lorosa & Andrade, 1998).

4.3 Deteccao de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos através da
técnica de PCR

4.3.1 Extracao de DNA de Leishmania

As fémeas de flebotomineos acondicionadas em DMSO 6% a -20°C foram
primeiramente dissecadas para a determinacdo da espécie, retirando os dois ultimos
segmentos do abdémen e colocando-os entre lamina e laminula com uma gota de
salina para a visualizagcdo da espermateca. Para a obtengdo do DNA, os
flebotomineos foram transferidos em “pools” de numero variavel, de acordo com a
espécie de flebotomineo, para “eppendorfs” de fundo oval e macerados a seco com

pistilos previamente autoclavados. A extracdo de DNA foi realizada através do Quit
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da GE Healthcare illustra ™ tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit. Realizou-se a
maceracdo dos flebotomineos no microtubo utilizando um pistilo de plastico.
Posteriormente, foi adicionado 1 ml de PBS, com centrifugagédo por 2 min a 14.000
rom, descartando-se o sobrenadante. Foi adicionado 50 ul de tampao de lise tipo | e
10 pl de proteinase K passando pelo vortex durante 15 seg. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 56°C “overnight’”. Na etapa de purificacdo, foi
adicionado 500 pl de tampéao de lise tipo IV, agitando por 15 seg. As amostras foram
deixadas a temperatura ambiente por 10 min. Enquanto isto, foram preparadas
aliquotas de tampao de eluigao tipo V e colocadas no banho-maria a 70°C. As
amostras foram transferidas para a mini-coluna “tissue & cells”, ja acopladas ao tubo
de coleta e centrifugadas durante 1 min a 12.000 rpm. Na etapa de lavagem, foram
adicionados 500 ul de tampéo de lise tipo IV centrifugando-se por 1 min a 12.000
rom. O sobrenadanete foi descartado e, em seguida, adicionou-se 500 pl de tampao
de lavagem tipo VI. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, descartando-se
o tubo de coleta. A coluna foi transferida para um “eppendorf’ de 1,5 ml,
adicionando-se 200 pl do tampao tipo V pré-aquecido. As amostras foram deixadas
durante 1 min a temperatura ambiente e centrifugadas durante 1 min a 12.000 rpm.
O DNA obtido foi estocado a -20°C.

4.3.2 PCR de gene constitutivo especifico de flebotomineo (cacofonia)

A amplificagdo de um gene constitutivo do DNA de flebotomineos (cacofonia)
teve como objetivo confirmar a presenca do DNA de Lutzomyia spp., validando
assim o processo de extracdo. Foi utilizado um par de iniciadores especificos da
regidao IVS6 de flebotomineos do género Lutzomyia: 5LIcac 5' GTG GCC GAA CAT
AAT GTT AG 3' e 3LIcac 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3' (Lins et al., 2002).
Foi utilizado o Kit illustra pureTaq Ready- To- Go™ PCR Beads® (GE Healthcare),
cujos reagentes sao 2,5 U enzima (Taq Polimerase), 10mM Tris-HCL, 50mM KCl,
1,5mM MgCl,, 200uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP. A estes reagentes foram
acrescentados 1 pl de cada iniciador a 20 pmol/ yl e 2 yl de DNA para 25 pl de
volume total.

A amplificacdo do DNA foi realizada em equipamento termociclador
automatico (Perkin-Elmer-GeneAmpPCRSystem 2400). O programa de amplificagao
utilizado foi: 94°C por 12 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 55°C por 30
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seg, 72°C por 30 seg e uma extensdo final a 72°C por 10 min. Foi utilizado o
marcador de peso molecular de 100 pares de base.

A cada conjunto de reagcado de PCR foram incluidos um controle negativo e
um controle positivo. Como controle negativo da reagao, foi utilizado um tubo que
continha todos os reagentes, exceto o DNA e no controle positivo, foi adicionado

DNA purificado de flebotomineo da espécie L. longipalpis.

4.3.3 Nested PCR (LnPCR) dirigida a um fragmento do gene SSUrRNA
de Leishmania

A deteccdo do DNA de Leishmania spp. nas amostras extraidas de
flebotomineos foi realizada através da técnica Nested PCR (LnPCR) dirigida ao gene
SSUrRNA de Leishmania, que amplifica um fragmento menor deste gene,
correspondendo a uma regiao conservada entre todas as espécies de Leishmania
(Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 2002, 2006).

Esta metodologia, adaptada e modificada de Cruz et al. (2002) foi realizada a
partir de uma amplificagdo inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb,
utilizando-se os iniciadores R1: 5 GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3" e R2: 5°
GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 37, seguida da amplificacdo de um fragmento
de aproximadamente 353 pb, a partir do produto amplificado da primeira reacgao,
utlizando-se os iniciadores R3: 5° TCC CAT CGC AAC CTC GGT T 3" e R4: 5" AAA
GCG GGC GCG GTG CTG 3" (FIGURA 12).

Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela
PCR utilizando os iniciadores R1 e R2 (1% reagao)

A

\_ /)
YT

Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela
PCR utilizando os iniciadores R3 e R4 (2% reacdo)

FIGURA 12: Desenho esquematico do resultado da Ln-PCR destinada a amplificar um fragmento
do gene SSUrRNA de Leishmania.
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A primeira reacéao foi preparada para um volume final de 50ul contendo 10pl
de DNA da amostra a ser testada, 5 ul da solugéo tampao 10x - 15mM MgCl, ,1 ul
de dNTPs a 10mM, 1ul do iniciador R1 a 15uM, 1 yl do iniciador R2 a 15uM, 1,4 pl
de Tth DNA polimerase a 1U/ pl (Biotools) e 30,6 ul de H,O destilada estéril.

Em tubos contendo 1 ml de H,O foram diluidos 25 pl de produto da primeira
reacao, para serem utilizados como molde da segunda PCR. Esta foi preparada para
um volume final de 25 pl contendo 10ul do produto amplificado diluido, 2,5 ul da
solugéo tampao 10x - 15mM MgCl,, 0,5 yl de dNTPs a 10mM, 0,5ul do iniciador R3 a
15uM, 0,25 pl do iniciador R4 a 15uM, 0,7 ul de Tth DNA polimerase a 1U/ pl
(Biotools) e 10,55 ul de H,O destilada estéril.

A amplificagdo foi processada em aparelho termociclador automatico,
utilizando o seguinte ciclo: desnaturagao inicial a 94°C por 5 min, seguido de 30
repeticbes de: desnaturacado a 94°C por 30 seg, anelamento a 60°C por 30 seg e
extensao a 72°C por 30 seg, para a primeira reacdo e desnaturacao inicial a 94°C
por cinco minutos, seguido de 30 repetigcdes de: desnaturagdo a 94°C por 30 seg,
anelamento a 65°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 30 seg para a segunda. A
extensao final foi a 72°C por 5 min para ambas as reacdes. Foi utilizado como
marcador de peso molecular $X174RF/Haelll.

Em todas as reagdes foi utilizado controle positivo com 20 ng de DNA extraido
de cultura de L. braziliensis (MHOM/BR/74/M2930), e como controle negativo foi

utilizado H,O destilada estéril.
4.3.4 Analise dos produtos amplificados

Os produtos amplificados pela PCR utilizando iniciadores para o género
Lutzomyia spp. e Leishmania spp. foram analisados através de eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2%. O gel foi preparado com 2 g de agarose em 100
ml de TBE 1X (0,089 M Tris-HCI, 0,089 M &acido bérico, 0,02 M EDTA). Apés fundida
a agarose, foi adicionado 5ul de solugédo de brometo de etidio (0,5 ug/ml).

Em seguida, foi adicionado 25 ul do produto amplificado e 5 ul de corante
Orange G (Promega) ao gel, e este foi submetido a uma voltagem de 100 V por
aproximadamente 30 minutos. A amplificacdo dos produtos foi visualizada através
de luz ultravioleta e os géis fotografados utilizando-se o Eagle Eye System
(Stratagene, la Jolla, USA).
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4.3.5 Sequenciamento para a identificacdo da espécie de Leishmania

Spp.

Foi realizado o sequenciamento do produto amplificado pela segunda reagao
da LnPCR (aproximadamente 353 pb), para a identificagdo da espécie de
Leishmania spp.

Todas as bandas de 353 pb com intensidade consideravel foram cortadas e
purificadas utilizando o kit comercial QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), de
acordo com as especificagcdes do fabricante. O produto amplificado e purificado,
eluido em 20 pl de H,O destilada e estéril foi utilizado como molde para uma
amplificagcao, anterior ao processo de sequenciamento.

A reacao de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume final
de 10 pl, formada por 4 yl do PREMIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 ul do
iniciador na concentracdo de 3,2 pmol e 5 ul do produto de PCR. Este mix foi
colocado em um termociclador (AB9800®) com o seguinte programa: 94°C por 3
min, seguido de 25 ciclos de: 96°C por 1 seg, 65°C por 5 seg (esta temperatura
depende da temperatura de anelamento do iniciador utilizado) e 60°C por 4 min.
Posteriormente, procedeu-se a realizacdo de precipitacio do DNA e o
sequenciamento propriamente dito foi posteriormente realizado em sequenciador
automatizado.

A analise bioinformatica das sequéncias obtidas foi realizada utilizando-se os
programas Lasergene® sequence analysis software (DNASTAR) e o BIOEDIT.
Estas analises incluem a edicao, alinhamento e a busca de sitios de restricdo das
sequéncias estudadas. O alinhamento das sequéncias editadas com aquelas
depositadas no GenBank nos permite a identificacdo de trés espécies de interesse
na area de estudo: Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania

infantum.

4.3.6 Calculo dataxa minima de infec¢cdo natural

Por estarem acondicionados em “pools”, a taxa minima de infeccdo natural

para a espécie de flebotomineo foi calculada pela seguinte férmula:

TMI = N° de “pools” positivos de cada espécie x 100

N° total de individuos da espécie
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4.4 Estudo dos hospedeiros sinantrépicos e silvestres
4.4.1 Captura de pequenos mamiferos (roedores e marsupiais)

Foram realizadas seis capturas bimestrais, sempre na ultima semana, entre
janeiro e dezembro de 2008, com a exposi¢cdo de 40 armadilhas tipo Tomahawk
(FIGURA 13), distribuidas em oito pontos (dois por bairro) no peridomicilio, durante
trés noites consecutivas. Nos meses de janeiro e margo de 2010, as coletas foram
realizadas novamente, seguindo a mesma metodologia. Foram montados transectos
para a disposicdo das armadilhas de coleta, seguindo a metodologia de campo
padrdo para captura de pequenos mamiferos (Lacher & Alho, 1989; Paglia et al.,
1995; Fonseca, 1996). Todas as armadilhas foram expostas das 16:00h as 8:00h da
manh& seguinte. Como isca alimentar foi utilizada banana e 6leo de figado de
bacalhau para atracao dos pequenos mamiferos.

Os exemplares de pequenos mamiferos coletados foram sedados com
acepromazina (Assepram 0,05 mg/Kg de peso) e posteriormente eutanasiados
utilizando-se barbituricos, para posterior retirada de amostras de tecido e sangue.

O projeto obteve licenga do érgédo do Ministério de Meio Ambiente do Brasil,
Instituto Brasileiro para o meio Ambiente (IBAMA) para a captura e eutanasia dos
animais (licenga 154/07) — ANEXO 1.

FIGURA 13: Armadilha tipo Tomahawk.
Fonte: http://www.ecotonebrasil.com/armadilhas.html

4.4.2 ldentificagcdo dos animais

A identificacdo das espécies capturadas foi feita utilizando-se a literatura
especifica (Fonseca et al. 1996, Eisenberg & Redford, 1999) analisando-se os

caracteres morfoldgicos, comparando os individuos coletados com exemplares
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referéncia depositados na Colegdo de Mastozoologia da Universidade Federal de

Minas Gerais.

4.4.3 Deteccdo de DNA de Leishmania spp. a partir de amostras

bioldgicas
4.4.3.1 Coletadas amostras

Entre janeiro e dezembro de 2008, foram coletadas amostras de tecido (pele
de orelha e cauda), que foram acondicionadas em tubos eppendorfs com solug¢ao de
salina e antibidtico, e as amostras de sangue, acondicionadas em tubos de hemdlise
contendo EDTA. Nos meses de janeiro e margo de 2010 foram coletadas amostras
de tecido (pele de orelha e cauda, bago, figado), colocadas em solugao salina com
antibidtico, e foram feitos “imprints” em laminas a partir de bidpsia destes tecidos e
aspirado de medula dssea. As laminas foram fixadas com metanol e coradas com
Giemsa para posterior visualizagdo das amastigotas de Leishmania spp.. O sangue
foi colocado em tubo de hemdlise. As amostras coletadas foram transportadas em
tubos de criopreservagao no nitrogénio liquido até o Laboratorio de Leishmanioses
do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ, para posterior analise de presenca

de Leishmania spp. através da técnica de PCR.
4.43.2 Extracdo de DNA de sangue e tecido

Os fragmentos de pele de orelha e cauda, baco e figado acondicionados em
solugéo de salina com antibidtico foram submetidos a extracdo de DNA utilizando-se
o kit lllustra Tissue & Cels Genomic Prep Mini Spin Kit. Aproximadamente 20 mg de
tecido foram pesados em balangca de precisdo e submetidos ao processo de
extracdo, sendo o mesmo procedimento utilizado para extracdo de DNA de
Leishmania spp. em flebotomineos descrito anteriormente. A extragdo das amostras
de sangue e medula 6ssea foi realizada utilizando o kit Illustra Blood Genomic Prep

Mini Spin Kit, conforme especificagdo do fabricante.
4.4.3.3 PCR de gene constitutivo especifico de mamiferos (IRBP)

Foi realizado o controle endogeno da PCR para diferentes espécies de
mamiferos, hospedeiros de Leishmania spp. O objetivo da técnica utilizada foi
constatar a presenca da proteina Interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP)

de 227 pb., comum a todas as espécies de mamiferos.
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Os iniciadores utilizados foram IRBPfwd: 5TCC AAC ACC ACC ACT GAG
ATC TGG AC 3’ e IRBPrev: 5 GTG AGG AAG AAA TCG GAC TGG CC 3. Foi
utilizado o Kit illustra pureTaq Ready-To-Go™ PCR Beads® (GE Healthcare). Aos
reagentes foi acrescentado 1,25 ul de cada iniciador a 20 pmol/ yl e 2 ul de DNA
para 25 pl de solugdo final. O programa de amplificagao foi iniciado a 94°C por 4
min, seguido de 35 ciclos (94°C por 30 seg, 57°C por 30 seg 72°C por 1 min) e
encerrado a 72°C por 5 min. Foi utilizado o marcador de peso molecular de 100
pares de base. Como controle negativo da reagéo, foi utilizado um tubo que continha
todos os reagentes, exceto o DNA e no controle positivo, foi adicionado DNA
purificado extraido de pele de cao.

Foi realizada eletroforese em gel de agarose a 2% e corado pelo brometo de

etidio para visualizagao dos produtos amplificados.

4.4.3.4 Nested PCR (LnPCR) dirigida a um fragmento do gene
SSUrRNA de Leishmania

As amostras de DNA extraidas dos pequenos mamiferos foram submetidas a
reacao de LnPCR para deteccdo de DNA de Leishmania spp.. O procedimento foi
idéntico ao descrito anteriormente para a deteccdo de DNA do parasito em

flebotomineos (item 4.3.3).

4.4.3.5 Sequenciamento para identificacdo da espécie de
Leishmania spp.

O sequenciamento das amostras provenientes da segunda reagdo da LnhPCR
foi realizado segundo metodologia ja descrita, para a identificagcdo da espécie de

Leishmania spp. em flebotomineos (item 4.3.5).
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5 RESULTADOS
5.1 Flebotomineos
5.1.1 Fauna

Durante o periodo de janeiro a dezembro de 2008 foram coletados 5.413
espécimes, sendo 2.851 fémeas (52%) e 2.562 machos (48%).

A fauna flebotominica encontrada no municipio foi composta por 2 géneros
(Brumptomyia e Lutzomyia), distribuida em 12 espécies: Brumptomyia avellari (Costa
Lima, 1932), B. nitzulescui (Costa Lima, 1932), Lutzomyia cortellezzii (Bréethes,
1923), L. intermedia (Lutz & Neiva, 1912), L. ischyracantha (Martins, Falcdo & Silva,
1962), L. lenti (Mangabeira, 1938), L. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), L. minasensis
(Mangabeira, 1942), L. quinquefer (Dyar, 1929), L. sordellii (Shannon & Del Ponte,
1927), L. termitophila (Martins, Falcdo & Silva, 1964) e L. whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939) (TABELA 2). A espécie predominante foi L. intermedia.

No peridomicilio, foram capturadas 65% dos espécimes, enquanto 35% foram
capturadas no intradomicilio (FIGURA 14). A relagdo dos flebotomineos em relagéo
ao ambiente e sexo esta representada na TABELA 2.

O maior numero de flebotomineos foi observado no més de fevereiro (33,1%)
e nos bairros Village da Serra e Vila Isa, com os percentuais de 34% e 33%,
respectivamente. A relagao de flebotomineos coletados mensalmente, de acordo
com os bairros e sexo esta representada na TABELA 3.

Em relacdo as capturas nao sistematicas, foram capturadas 608 fémeas para
a verificacdo da infecgao natural, sendo distribuidas em 136 “pools”. Foi detectada a
infeccao natural em apenas 2 “pools” de flebotomineos, correspondentes a espécie
L. longipalpis (TABELA 4). Os “pools” formados variaram de 2 a 10 espécimes.
Algumas espécies cujo numero de captura foi reduzido foram analisadas

individualmente.
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TABELA 2: Flebotomineos capturados em armadilha tipo HP segundo espécie, ambiente e sexo, no periodo de janeiro a
dezembro de 2008 no municipio de Governador Valadares, MG.

Espécies Intradomicilio Peridomicilio Total %
? 3 ? 3
Brumptomyia nitzulescui - 1 - - 1 0,01
B. avellari - 4 - 13 17 0,31
Brumptomyia spp. 7 - 9 - 16 0,30
Lutzomyia intermedia 241 248 412 719 1620 29,93
L. ischyracantha 141 62 292 125 620 11,46
L. lenti 17 23 197 217 454 8,39
L. longipalpis 43 190 61 355 649 11,99
L. minasensis - 1 - - 1 0,01
L. quinquefer 327 123 117 62 629 11,62
L. sordellii - - 2 1 3 0,05
L. termitophila 16 1 48 3 68 1,26
L. whitmani 17 42 44 131 234 4,33
L. cortelezzii 288 91 532 145 1056 19,51
Lutzomyia spp. 16 2 24 3 45 0,83
Total 1113 788 1738 1774 5413 100,00

@ Peridomicilio

 'nradomicilio

FIGURA 14: Comportamento de flebotomineos capturados no municipio de Governador Valadares,
no periodo de janeiro a dezembro de 2008, em relagéo a endofilia e exofilia

58



TABELA 3: Numero mensal de flebotomineos capturados com armadilha luminosa HP, segundo bairros e
sexo no municipio de Governador Valadares, de janeiro a dezembro de 2008

. Bairros
Ano Mes Elvamar Vila lsa Vila Parque Village da Serra Total
3 ? 3 ? 3 ? 3 Q N %

jan 29 47 58 125 8 29 72 59 427 7.90

fev 166 245 193 402 53 164 303 267 1793] 33.13

mar 45 72 85 143 24 62 169 179 779 14.40

abr 29 39 103 99 19 32 154 90 565| 10.44

o mai 13 19 70 107 23 36 89 72 429 7.93
=4 jun 9 11 40 35 11 10 21 14 151 2.80
o jul 9 7 13 13 6 7 8 3 66 1.22
ago 25 11 89 62 57 49 4 1 298 5.51

set 19 16 37 18 25 22 6 3 146 2.70

out 20 19 18 19 23 25 8 25 157 2.91

nov 5 8 8 16 7 11 68 28 151 2.79

dez 133 41 26 17 14 15 149 56 451 8.34

Total 502 535 740 1056 270 462 1051 797 5413 100

TABELA 4: Espéceis de flebotomineos capturadas com armadilha luminosa tipo HP, nos meses de
margo/abril/maio/outubro/novembro e dezembro de 2009 e janeiro/fevereiro e margo de
2010 (fémeas capturadas, numero de “pools” e nuimero de “pools” positivos) no
municipio de Governador Valadares, MG.

Espécies N° fémeas capturadas | N° “pools” | N° “pools” positivos
Lutzomyia cortelezzii 63 27 0
L. intermedia 307 46 0
L. ischyracantha 42 11 0
L. longipalpis 78 21 2
L. quinquefer 65 18 0
L. termitophila 3 2 0
L. whitmani 50 11 0
Total 608 136 2

5.1.2 Influéncia das variaveis climéticas na populacéo de flebotomineos

Os graficos demonstrando a relagdo entre o numero de flebotomineos e os

dados bioclimaticos de temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade estao

demonstrados nas FIGURAS 15, 16 e 17, respectivamente. No periodo estudado, a

populacdo de flebotomineos se mostrou mais elevada apds o inicio da estagao
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chuvosa, nos meses de dezembro a abril, correspondendo a 74,21% dos espécimes
coletados. O més de fevereiro correspondeu ao maior numero de espécimes
capturados, 33,13%. Embora a umidade tenha apresentado uma pequena variagao,
nota-se que o numero de flebotomineos reduz nos meses em que ela € menor. De
acordo com o coeficiente de correlagdo de Spearman, todas as variaveis climaticas
apresentaram o coeficiente positivo em relagdo ao numero de flebotomineos, apesar
de somente a pluviosidade e umidade mostrarem correlagdo significativa. A
temperatura ndo mostrou relagéo significativa com o numero de flebotomineos (p-
valor > 0,05). Os coeficientes de correlacdo de Spearman entre 0 numero de

flebotomineos e as variaveis climaticas estao representados na TABELA 4.

Considerando-se apenas as trés principais espécies vetoras capturadas, L.
intermedia, L. longipalpis e L. whitmani, observa-se que apos intenso periodo de
chuvas (janeiro) ha um aumento destas populagdes, sendo o seu pico observado no
més de fevereiro, com uma tendéncia a diminuir nos meses mais secos e frios
(FIGURA 18).
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FIGURA 15: Correlacdo entre o numero de flebotomineos capturados e a temperatura em
Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil, de janeiro a dezembro de 2008.

60



90

35

30 T

2 T

10 T

(%) Flebotomineos capturados

Meses

T 70
T 60
+ 50
T 40
T 30
T 20
T 10

—%
—&—URA

FIGURA 16: Correlagao entre o numero de flebotomineos capturados e a umidade relativa do ar
em Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil, de janeiro a dezembro de 2008.
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FIGURA 17: Correlacdo entre o numero de flebotomineos capturados e a pluviosidade em
Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil, de janeiro a dezembro de 2008.

TABELA 5: Coeficiente de Correlacdo de Spearman entre o nimero de fleobotomineos e as variaveis
climaticas (temperatura, umidade e pluviosidade), entre os meses de janeiro a dezembro

de 2008.

Variavel climatica Coef. Correlagao P-valor N
Temperatura 0,550 0,064 12
Umidade 0,726 0,007 12
Pluviosidade 0,725 0,008 12
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FIGURA 18: DistribuicAio mensal de espécies vetoras de flebotomineos em Governador
Valadares, no periodo de janeiro a dezembro de 2008.

5.1.3 Identificacdo do repasto sanguineo de flebotomineos

Foram capturadas 341 fémeas ingurgitadas durante o periodo de estudo. Na
TABELA 5, observamos a alimentacao exclusiva em um determinado hospedeiro
(76,8%), enquanto a TABELA 6 apresenta alimentagao mista, em diferentes tipos de
hospedeiros  (23,2%). As fémeas de flebotomineos se alimentaram
preferencialmente em aves (35,8%). Os demais percentuais dos tipos de
alimentagcdo em um unico hospedeiro foram: boi (4,9%), céo (4,5%), cavalo (6,4%),
gamba (1,9%), homem (4,5%), roedor (9,9%). Uma porcentagem de 31,6% do
conteudo estomacal dos flebotomineos nao reagiram frente aos anti-soros aplicados.

TABELA 6: Fémeas de flebotomineos capturadas que se alimentaram em apenas um hospedeiro, segundo o teste

de precipitina com utilizagdo de diferentes anti-soros, no periodo de janeiro a dezembro de 2008 em
Governador Valadares, MG.

Espécies Ave Boi Cdo | Cavalo | Gamba | Homem | Roedor | Ndo reagente [ Total
L. capixaba 0 0 0 0 1 0 0 0 1
L. cortelezzii 29 1 2 4 1 4 8 20 69
L. intermedia 22 2 2 3 1 5 3 13 51
L. ischyracantha 4 1 3 2 0 0 2 6 18
L. lenti 10 1 1 1 0 0 2 13 28
L. longipalpis 12 3 2 4 0 1 5 7 34
L. quingquefer 11 5 2 2 1 2 5 20 48
L. termitophila 0 0 0 0 1 0 0 0 1
L. whitmani 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Lutzomyia spp. 5 0 0 1 0 0 1 4 11
Total 94 13 12 17 5 12 26 83 262
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TABELA 7: Fémeas de flebotomineos capturadas que se alimentaram em mais de um hospedeiro, segundo o teste de precipitina com utilizagdo de diferentes anti-soros, no
periodo de janeiro a dezembro de 2008 em Governador Valadares, MG.
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5.2 Estudo de pequenos mamiferos
5.2.1 Fauna

A fauna de animais capturados no municipio no periodo entre janeiro e
dezembro de 2008, compreendeu 5 espécies: Calomys sp., Rattus norvegicus, Mus
musculus, Didelphis aurita e Didelphis albiventris (FIGURA 19), totalizando 23
exemplares (TABELA 7); destes, 18 sao roedores, sendo 13 fémeas (56,5%) e 10
machos (43,5%). A espécie Rattus norvegicus apresentou a maior densidade
capturada (65,2%). Nos meses de janeiro e margo de 2010, foram capturadas 9
espécimes (TABELA 8) pertencentes as seguintes espécies: Rattus rattus (D),
Didelphis aurita e Mus musculus. D. aurita e R. rattus apresentaram o maior numero
de espécimes capturados, com a proporcao de 44,5% cada uma. Do total de animais
capturados, 23 pertencem a ordem Rodentia e 9 a ordem Marsupialia. No primeiro e
segundo periodos de coleta, o bairro Elvamar foi 0 que apresentou 0 maior niumero

de espécimes capturados, correspondendo a 65,6% do total de animais (TABELA 9).

FIGURA 19: Pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) capturados no periodo entre janeiro a
dezembro de 2008 e janeiro e margo de 2010, no municipio de Governador Valadares,
MG. A: Calomys sp.; B: Rattus norvegicus; C: Mus musculus; D: Rattus rattus; E:
Didelphis aurita; F: Didelphis albiventris.
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TABELA 8: Distribuicdo de espécies de mamiferos capturados no municipio de Governador Valadares, MG durante o ano de 2008.

Ano | Meses Calomys sp. Didelphis albiventris Didelphis aurita Mus musculus Rattus norvegicus Total
d 9 d ? d ? d ? d 9

jan 0 1 0 0 0 1 0 1 2 1 6
. mar 0 0 0 0 0 1 0 0 2 1 4
p=4 mai 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
o jul 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
set 0 0 1 1 0 0 0 1 2 3 8
dez 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2
Total 1 2 3 2 15 23

TABELA 9: Distribuicdo de espécies de mamiferos capturados no municipio de Governador Valadares, MG nos meses de janeiro e margo de 2010.

Ano Meses Rattus rattus Mus musculus Didelphis aurita Total
o d ? d % d 9
py jan 3 1 0 0 1 3 8
o mar 0 0 1 0 0 0 1
Total 4 1 4 9
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TABELA 10: Distribuicao de espécies de mamiferos capturados, segundo sexo e més, capturados no
municipio de Governador Valadares, MG durante o ano de 2008 e os meses de janeiro e

margo de 2010.
Espécies - Bairros -

Elvamar Vila lsa Vila Parque Ibituruna | Vilage da Serra | Total

3 ? 3 ? o) ? ) g
Calomys sp. 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Didelphis albiventris 1 1 0 0 0 0 0 0 2
Didelphis aurita 0 2 0 0 2 2 1 0 7
Mus musculus 1 0 0 1 0 1 0 0 3
Rattus norvegicus 7 5 0 0 1 1 0 1 15
Rattus rattus 3 1 0 0 0 0 0 0 4
Total 21 1 7 3 32

5.2.2 Diagnostico parasitologico direto em [aminas

Foram analisados 39 “imprints” de aposi¢cdes de tecidos (pele de orelha e
cauda, bago, figado, sangue) e aspirado de medula 6ssea, provenientes dos animais
capturados nos dois ultimos meses (janeiro e margo/10), corados através de

Giemsa. Em nenhum deles foram observadas formas amastigotas de Leishmania

spp.

5.3 Deteccdao de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos e pequenos

mamiferos

Foram analisadas 136 amostras (“‘pool” de flebotomineos), e através da
técnica de cacofonia (gene constitutivo do DNA de flebotomineos), todas as
amostras testadas se positivaram, apresentando um perfil de banda correspondente
a 220 pares de base, validando tanto o processo de extracdo de DNA como os
resultados negativos (FIGURA 20).

Um total de 119 amostras de tecido e sangue de pequenos mamiferos foram
analisadas. Todas as amostras apresentaram a presenca da proteina IRBP,
correspondendo a 227 pb, indicando que a extracdo do DNA de mamiferos foi bem
sucedida (FIGURA 21).

Com a realizagdo da Nested PCR, o fragmento de 353 pb, caracteristico do
género Leishmania spp. foi observado em dois “pools” de flebotomineos, capturados
nos bairros Elvamar e Altindpolis, correspondendo a espécie L. longipalpis, ficando a

taxa de infecgcao natural em 2,5%. O fragmento de 353 pb também foi encontrado
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em uma amostra extraida de sangue de um roedor pertencente a espécie Rattus
norvegicus (FIGURA 22).

Através do alinhamento das sequéncias de DNA encontradas nas amostras
positivas para Leishmania spp. tanto de flebotomineos como de mamiferos com as
depositadas no GenBank, a caracterizacdo da espécie de Leishmania spp. péde ser
realizada, confirmando ser a espécie L. chagasi presente nas trés amostras
analisadas (ANEXO 2).

220pb

FIGURA 20: Produtos de amplificagdo de DNA de flebotomineos obtidos com iniciadores do gene da
cacofonia IVS6 para Lutzomyia visualizados ap0s eletroforese em gel de agarose a 2%
corado pelo brometo de etidio. Canaletas: M- marcador de peso molecular (100 pares de
base). 1 a 17- Amostras de DNA de flebotomineos. CP- Controle positivo da Reagéo (L.
longipalpis). CN- Controle negativo da reagédo (sem DNA).

9 10 11 12 CP CN

227 ph

15 16 17 18 19 20 21 22 CP CN

227 pb

FIGURA 21: Produtos de amplificagdo de DNA de roedores, constatando a presenga da proteina
IRBP, visualizados ap6s eletroforese em gel de agarose a 2% corado pelo brometo de
etidio. Canaletas: PM- peso molecular 100 pb. 1 a 12: Amostras de figado, bago, pele de
cauda e pele de orelha dos animais 1,2 e 3. 13 a 21- Amostras dos mesmos tecidos dos
animais 4 e 5 e pele de orelha do animal 6. 22- Amostra de sangue de Rattus norvegicus
(positiva para Leishmania spp.) CP- Controle positivo (DNA extraido de c&o). CN-
Controle negativo; pb- pares de base.
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FIGURA 22: Produtos de amplificacdo de DNA de flebotomineos e roedores obtidos com iniciadores
para o gene SSUrRNA da PCR R3R4 (353 pb) visualizados apds gel de agarose a 2%
corado pelo brometo de etidio. Canaletas: PM- peso molecular ®x 174 pb. 5 e 9-
Amostras positivas de DNA de L. longipalpis. 17- Amostra positiva extraida de sangue de
Rattus norvegicus. CN- Controle negativo (sem DNA). CP- Controle positivo: Leishmania
braziliensis (MHOM/BR/74/M2930). pb: pares de base.
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6 DISCUSSAO

Até a década de 50, a leishmaniose tegumentar americana se disseminou
praticamente por todo o territério nacional, coincidindo com o desmatamento para a
construgdo de estradas e instalagdo de aglomerados populacionais, atingindo
principalmente os estados de S&o Paulo, Parana, Minas Gerais, Ceara e
Pernambuco (Vale & Furtado, 2005). A partir da década de 80, verificou-se um
aumento no numero de casos registrados, variando de 3.000 em 1980, a 37.710 em
2001, sendo os picos de transmissdo observados a cada 5 anos (SVS/MS, 2007).
No periodo de 2001 a 2006, em que houve um consideravel crescimento de LTA no
municipio de Governador Valadares, no Vale do Rio Doce, o numero de casos em
Minas Gerais também aumentou, porém em menor propor¢do, € 0 numero de
notificagdes em nivel nacional diminuiu, durante o mesmo periodo.

Na regido do Vale do Rio Doce, Mayrink et al. (1979) observaram que a
transmissao da LTA era diferente de outras regides endémicas para a doenca.
Nestas, a doenga atingia principalmente pessoas que tiveram contato com o
ambiente florestal, por exemplo, na extracdo de madeira, constru¢gdo de estradas,
atividades de agricultura, enquanto no Vale do Rio Doce os pacientes acometidos
nao possuiam atividades relacionadas ao ambiente florestal, e alguns residentes
relatavam ter pouco ou nenhum contato com estes ambientes.

O perfil de transmissdo do municipio no periodo de estudo, se assemelha
com a primeira descricdo de Mayrink et al. (1979), pois, apesar do grande numero
de casos de LTA notificados serem de moradores de bairros pertencentes a zona
urbana municipal, estes se encontram adjacentes ao Pico da Ibituruna, e mantém
caracteristicas rurais com pequenas porgdes florestais. Nestes bairros, além da
transmissao domiciliar e peridomiciliar, acrescenta-se a possibilidade de transmissao
rural e até mesmo florestal.

A fauna flebotominica coletada em Governador Valadares apresentou-se
diversificada, com a presenca de 12 espécies, sendo trés delas incriminadas como
vetoras de leishmanioses no Novo Mundo: L. intermedia e L. whitmani, vetoras de L.
braziliensis e L. longipalpis, principal vetora de L. chagasi. A ocorréncia destas
espécies no Vale do Rio Doce também foi registrada por Mayrink et al. (1979).

A espécie mais abundante capturada durante o periodo de estudo foi L.
intermedia (29,9%), seguida por L. cortelezzii (19,51%). De acordo com o ambiente,

o peridomicilio apresentou o maior numero dos espécimes capturados (65%). O
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encontro de 35% dos exemplares capturados no intradomicilio € importante do ponto
de vista epidemioldgico, pois sugere que a transmissao esteja ocorrendo também no
interior das residéncias.

Em todos os bairros estudados, foi observado um numero consideravel de
espécimes de flebotomineos, podendo ser explicado pelas caracteristicas
semelhantes dos locais de captura, préximos aos remanescentes de mata e/ou
peridomicilio com presenga de matéria organica no solo. Os bairros Vila Isa e Village
da Serra apresentaram o maior numero dos exemplares capturados, provavelmente
devido a presencga de animais domésticos, como céao, galinha, cavalo, porco e boi,
préximos aos locais de exposi¢cao das armadilhas.

Camargo-Neves et al. (2001) considera importante a analise da densidade do
vetor e a correlacdo com aspectos ambientais do peridomicilio, como presenca de
vegetacao, raizes, troncos de arvores e matéria organica no solo, representando os
possiveis criadouros dos vetores, e também a associacdo com animais domésticos,
que sao fonte de alimentacdo para os flebotomineos. Neste, como em outros
trabalhos, observa-se que a proximidade das moradias em relacdo as areas verdes
favorece o contato homem-vetor (Teodoro et al., 1991, 1993; Condino et al., 1998).

Um conjunto de caracteristicas observadas nos bairros estudados e que
provavelmente favorecem a ocorréncia de flebotomineos e de mamiferos
reservatorios de Leishmania spp. no peridomicilio s&o abrigos de animais
domeésticos construidos muito proximo as habitacbées humanas, a auséncia de boas
condigdes de higiene no peridomicilio e a localizagdo deste ao lado de
remanescentes de mata (Teodoro et al., 2001).

A espécie L. intermedia apresentou maior densidade tanto no intra como no
peridomicilio em relacdo as demais. Esta espécie tem sido assinalada como a
principal veiculadora do agente etiolégico da LTA em diversas regides do sudeste do
Brasil (Aragao, 1922; Rangel et al., 1984, 1986; Domingos et al., 1998; Camargo-
Neves et al., 2002; Saraiva et al., 2006). Ela esta diretamente relacionada com a
transmissao da LTA no domicilio e peridomicilio, como observado no Rio de Janeiro
e em llha Grande (Aragdo, 1922; Araujo-Filho, 1979). Em Minas Gerais, L.
intermedia se apresenta bastante abundante em areas afetadas pela LTA (Andrade-
Filho et al., 1997; Gontijo et al., 2002). Saraiva et al. (2006) encontraram uma alta
densidade de L. intermedia no Alto Caparad e Caparad, Minas Gerais, chamando a
atencao para o fato de que as modificacbes antropicas favorecerem o aparecimento

da espécie, também observado no estudo de Rangel et al. (1986) em Vargem
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Grande, onde descreveram elevada antropofilia de L. intermedia, abundante
principalmente em ambientes artificiais.

A espécie L. whitmani foi capturada no municipio durante o periodo de estudo
e, apesar de nao ter sido encontrada em elevada densidade, apresenta um
importante dado, pois a mesma € incriminada como vetora de L. braziliensis em
algumas regides do Brasil (Queiroz et al., 1994; Luz et al., 2000). Esta espécie foi a
mais abundante em estudo realizado por Mayrink et al. (1979) no Vale do Rio Doce,
no periodo de 1973 - 1974 e 1976 - 1977. No municipio de Sabara, Passos et al.
(1993) encontraram esta espécie em elevada densidade tanto em areas nao
urbanizadas como no ambiente doméstico, destacando a importancia da mesma
como vetor de LTA nesta regido, e sugerindo sua adaptagdo ao ambiente domiciliar.
No estado do Mato Grosso do Sul a espécie L. whitmani predominou, em muito,
sobre as demais espécies e, através dos métodos de coleta, observou-se que esta
espécie foi praticamente a unica a manter contato mais estreito com o homem
(Galati et al., 1996).

Em Governador Valadares, a proporcédo de L. intermedia em relagcdo a L.
whitmani demonstra que a primeira € uma espécie melhor adaptada ao ambiente
modificado e domiciliada, como observado por Souza et al. (2002). As fémeas de
flebotomineos da espécie L. intermedia foram frequentemente capturadas no intra e
peridomicilio, enquanto L. whitmani parece estar associada ao ambiente
peridomiciliar e as areas verdes.

O encontro da espécie L. longipalpis, vetora comprovada de L. chagasi, em
elevada densidade, pode ter implicagbes importantes na transmissao da LV na
regidao, visto que esta espécie esta amplamente distribuida em todo o pais e esta
presente em regides onde a LV apresenta um problema para os programas de
controle de saude publica, como Teresina, Belo Horizonte, Aracatuba e Sao Luis
(Santos et al., 2003). A espécie esta bem adaptada ao ambiente peridomiciliar,
alimentando-se em uma grande variedade de hospedeiros vertebrados (Barata et al.,
2005), sendo frequentemente associada a presengca de animais domésticos
(Forattini, 1960).

A busca pelas fontes de alimentagdo € uma resposta comportamental que
afeta a reproducido e a densidade populacional das espécies de flebotomineos, e
tem sido util na compreensao da epidemiologia das leishmanioses, uma vez que

permite a identificacdo dos hospedeiros sobre os quais os flebotomineos se
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alimentam e pode indicar os reservatorios potenciais de Leishmania spp. (Barata et
al., 2005).

Em Governador Valadares, a identificagdo do repasto sanguineo foi maior em
galinhas, como também assinalado em outros estudos (Aguiar et al., 1987; Dias et
al., 2003; Barata et al., 2005; Missawa et al., 2008). O papel destes animais na
epidemiologia da doencga tem sido bastante discutido. Na literatura ndo ha relatos de
gue as aves sejam reservatorios de Leishmania spp., e sim, refratarias a infecgéo
(Dias et al., 2003). Porém, servem como fonte de alimentac&o para os flebotomineos
e atraem potenciais reservatorios de Leishmania para préximo das habitagoes,
possibilitando a instalagdo e manutengdo do ciclo de transmissdo (Rangel &
Lainson, 2003). Sabe-se que os galinheiros proximos as casas servem como
atrativos para os flebotomineos, uma vez que este local é rico em matéria organica,
torna-se propicio ao desenvolvimento das formas imaturas, e assim, aumenta o
contato dos vetores com os humanos, associacdo que possui grande importancia
epidemioldgica, pois facilita a domiciliagdo do vetor (Afonso, 2008).

No presente trabalho, as espécies L. intermedia e L. longipalpis apresentaram
habitos ecléticos de alimentacdo, se alimentando em todos os animais cujos anti-
soros foram testados: ave, cdo, gamba, roedor, boi, cavalo e homem. Afonso et al.
(2005) também observou, em area endémica para LTA o perfil de alimentagao
eclético de L. intermedia, reforgando os dados ja descritos de sua associagdo com o
ambiente peridomiciliar e com reservatérios domésticos neste mesmo local (Rangel
et al., 1990). O carater oportunista de L. longipalpis, podendo sugar ampla variedade
de vertebrados ja foi descrito em varios estudos (Passos-Dias et al., 2003; Barata et
al., 2005; Missawa et al., 2008). O fato destas espécies serem ecléticas quanto a
fonte alimentar, pode explicar a baixa reatividade das mesmas ao anti-soro humano.
A presengca marcante das espécies L. intermedia e L. longipalpis, sua grande
capacidade de adaptagcdo aos ambientes modificados pelo homem, a capacidade
destas se alimentarem em uma variedade de vertebrados, inclusive o homem, e seu
registro como importantes vetoras da LTA e LVA, respectivamente, sdo de grande
relevancia epidemioldgica.

A espécie L. cortelezzii foi a mais abundante nas capturas para preferéncia
alimentar (26,6%) e demonstrou possuir habitos ecléticos de alimentacdo. Estudos ja
mostraram que esta espécie é encontrada em diversos tipos de habitats, como
raizes, troncos e copas de arvores, abrigos de animais e paredes internas e

externas de habitagdes humanas (Aguiar & Medeiros, 2003). Em estudo no
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municipio de Santa Luzia, MG, analises de PCR mostraram infecgao de L. cortelezzii
por L. chagasi, embora ndo seja possivel inferir sobre a transmissdo da LV nesta
regido pela espécie, ja que outros estudos para analisar o potencial vetorial
precisam ser realizados e ndo ha evidéncias sobre 0 mesmo em outras regides do
Brasil (Carvalho et al., 2008).

A captura de exemplares de L. quinquefer trouxe resultados interessantes no
que diz respeito a preferéncia alimentar desta espécie, cuja alimentagédo se deu em
uma variedade de animais de sangue quente. Galati (1990) assinalou que esta
espécie pertence a um grupo que, provavelmente, se alimenta de animais de sangue
frio. Brazil & Brazil (2003) também descreve este comportamento da espécie,
dificultando sua criagdo em laboratério. Rangel et al. (1990) comentaram o encontro
de L. quinquefer em equino em um foco de LTA em Mesquita, RJ. Em Corguinho, no
Mato Grosso do Sul, Galati et al. (1996) observaram que na captura com isca
humana foi encontrado um exemplar de L. quinquefer e consideraram se tratar de
coleta acidental. Dando continuidade aos trabalhos realizados em Mesquita,
Meneses et al. (2002) estudando a fauna local de flebotomineos perceberam que a
espécie L. quinquefer era atraida pelo homem em ambiente florestal. Salomén et al.
(2009), na Argentina encontraram infecgdo natural por Leishmania nesta espécie,
capturada no peridomicilio.

A n&o positividade de um consideravel numero dos exemplares de
flebotomineos analisados (ndo reagente), possivelmente tem relagdo direta com os
anti-soros utilizados, pois os ensaios foram feitos somente com anti-soros dos
animais mais comumente encontrados na regido estudada.

Foi possivel a deteccdo de espécimes alimentados em mais de uma fonte
sanguinea. Este fato pode ser explicado pela dificuldade de se alimentar em um
unico hospedeiro devido aos seus movimentos de defesa ou devido a pouca ou
quase nenhuma exposi¢cao na pele do mesmo ou dificuldade de localizar os
capilares sanguineos adequados na pele (Bongiorno et al., 2003). O comportamento
observado em flebotomineos, de “provar’ seus hospedeiros, até que se realize o
repasto sanguineo por completo, € um aspecto relevante no mecanismo de
transmissao das leishmanioses.

Apesar da afinidade dos flebotomineos a determinados tipos de hospedeiros,
observou-se que ha uma flexibilidade alimentar destes insetos, e as fémeas ajustam
seu padrdao alimentar de acordo com a disponibilidade de fontes sanguineas,

evidenciado pelo ecletismo apresentado pelos mesmos. Outros estudos também
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descrevem o comportamento oportunista desses dipteros (Christensen et al., 1980;
Bongiorno et al., 2003; Muniz et al., 2006).

Alguns fatores abidticos como temperatura, pluviosidade e umidade est&o
relacionados a ocorréncia de flebotomineos em determinadas areas, seja por
influéncia sobre os adultos ou pela modificagdo nos criadouros (Scorza et al. 1968;
Miscevic, 1981).

Forattini (1960) analisando a influéncia da sazonalidade na densidade de
flebotomineos observou que nos meses mais quentes € umidos ha um aumento no
numero de espécies capturadas, enquanto nos meses secos e frios ha uma redugcao
consideravel no numero de exemplares, o que também foi verificado por Barata et al.
(2004) e Dias et al. (2007). Nossos estudos corroboram com este padrdo,
apresentando maior densidade nos meses com altos indices pluviométricos e altas
temperaturas. A umidade relativa do ar e a pluviosidade influenciaram
significativamente no numero de espécimes capturados em Governador Valadares,
indicando que os flebotomineos s&o sensiveis as variagbes de umidade e
pluviosidade. A temperatura ndo foi um fator determinante da densidade de
flebotomineos, como demonstrado também em outros trabalhos (Missawa & Dias,
2007; Dias et al., 2007; Michalsky et al., 2009). O mesmo perfil foi observado por
Barata et al. (2004) mostrando que estas duas variaveis influenciaram
significativamente a densidade de flebotomineos, enquanto a temperatura ndo teve
efeito significativo sobre a populagdo dos mesmos. No estado do Mato Grosso do
Sul a densidade maior de flebotomineos foi observada durante a estacdo chuvosa
(Galati et al., 1997). E importante salientar que ndo ha uma regra; deve-se
considerar que os fatores climaticos influenciam de modo variavel a populagado de
flebotomineos, de acordo com a regido estudada e com o padrao de distribuigdo de
chuvas.

Considerando-se a densidade de L. intermedia, L. whitmani e L. longipalpis
durante o periodo estudado, houve um aumento destas populagcdes apds o periodo
chuvoso, com o pico de densidade no més de fevereiro, apresentando tendéncia em
reduzir nos meses mais secos e frios. Souza et al. (2004) observou em area de
transmissao de LTA que as espécies L. intermedia e L. whitmani tiveram sua
populacido sensivelmente aumentada apds o periodo chuvoso, possivelmente devido
as condic¢oes favoraveis encontradas nos microhabitats.

As mudancas drasticas ocorridas no ambiente, advindas das atividades

humanas como o desmatamento, causam alteragdes no clima, modificando a
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epidemiologia da LTA, o que culmina na invasao dos hospedeiros silvestres e dos
vetores ao ambiente proximo ao homem, caracterizando a domiciliacédo do ciclo de
transmissdo (Costa et al.,, 2007; Chaves et al., 2008 ). Neste sentido, ha
necessidade de uma reflexdo sobre as implicagdes do quadro epidemiolégico da
LTA e o desenvolvimento de alternativas metodolégicas mais eficientes para
controlar esta doencga. As atividades de controle de flebotomineos tém sido
baseadas na aplicagdo de inseticidas no domicilio e peridomicilio, apresentando
eficacia variada (Marzochi & Marzochi, 1994). No entanto, o uso do controle quimico
continua sendo indispensavel (Gomes & Neves, 1998).

Teodoro et al. (2003) no Parana, avaliaram o impacto da reorganizagao e
limpeza do peridomicilio e da aplicagdo de inseticidas nas residéncias e abrigos de
animais domésticos visando o controle da LTA e observaram uma redugao
expressiva no numero de flebotomineos, o que pode ter contribuido para a
diminuigao do risco de transmissao para o homem e para os animais domeésticos.

As investigagdes epidemiologicas sobre a ecologia dos flebotomineos, como
os estudos de variacdo sazonal sao importantes, para melhor entender a interagao
da espécie com seu habitat, assim como a dindmica de transmissdo da
leishmaniose, e assim poder direcionar melhor os métodos de controle, como a
aplicacdo de inseticidas (Macedo et al., 2008). E importante salientar que o
aprimoramento das agdes de controle depende dos estudos dos vetores, de
reservatorios, agentes, e outros determinantes epidemiologicos.

Considerando a distribuicdo de flebotomineos e as variaveis climaticas no
periodo de estudo, o uso de inseticidas nos bairros estudados é possivel, visto que
0s mesmos se encontram em transicdo entre a area silvestre e o meio urbano. E
recomendado que o controle quimico seja feito nos meses em que a densidade de
flebotomineos estd elevada e os indices pluviométricos estejam baixos, a fim de
impedir a reprodugcao dos adultos e a consequente elevagdo dos indices de
transmissao nos meses pos- chuva.

Os ciclos de transmissdo das leishmanioses dependem do movimento de
seus reservatorios e a identificacdo destes hospedeiros é de fundamental
importancia para o entendimento da epidemiologia e controle efetivo de transmissao
da doenga. O direcionamento das capturas de pequenos mamiferos (roedores e
marsupiais) baseou-se em estudos anteriores que indicam espécies desses grupos
como possiveis reservatorios de LTA (Brandao-Filho et al., 2003; Oliveira et al.,

2005).
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No presente levantamento, foi registrada a ocorréncia de seis espécies, sendo
quatro pertencentes a ordem Rodentia e duas a ordem Marsupialia. As espécies
Rattus rattus, Rattus norvegicus e Mus musculus, pertencentes a familia Muridae,
subfamilia Murinae, tem sua origem no Velho Mundo e foram introduzidos na
colonizacdo européia. Sao consideradas espécies sinantropicas comensais e
possuem distribuicdo cosmopolita. O primeiro possui habito terrestre. Atualmente é
encontrado predominantemente proximo a estabelecimentos humanos (Eisenberg &
Redford, 1999). A segunda possui habito semi-aquatico, vivendo de preferéncia a
beira de aguas doces, salobras ou salgadas; frequenta geralmente instalagbes de
animais domeésticos. A espécie Mus musculus vive essencialmente nas habitagdes
humanas e assim como Rattus norvegicus, cava galerias no solo principalmente
onde ha criagdo de animais, podendo formar numerosos complexos onde houver
oferta de alimento. As espécies da subfamilia Murinae, apresentam uma
caracteristica biologica marcante: a capacidade reprodutiva durante todo o ano. Isso
pode explicar a maior abundancia de individuos pertencentes a espécie R.
norvegicus, capturados durante a primeira campanha neste estudo.

O género Calomys (Cricetidae: Sigmodontinae), inclui varias espécies
encontradas na América do Sul (Pévoa & Brandeburgo, 2007). E mais
frequentemente encontrado em areas abertas, particularmente em vales e campos
umidos e ao longo de florestas ribeirinhas (Emmons, 1997; Lima, 2000).

Os exemplares pertencentes a ordem Didelphidae capturados, Didelphis
albiventris e Didelphis aurita, sdo consideradas espécies sinantropicas, de habitos
onivoros e oportunistas e vivem tdo bem em ambientes de florestas como em areas
urbanas e ambientes modificados pelo homem (Fonseca et al., 1982; Gardner, 2005;
Cerboncini et al., 2009).

Dos quatro bairros pesquisados, verificou-se que o bairro Elvamar
apresentou 0 maior numero de exemplares capturados, com uma predominancia de
R. norvegicus, podendo ser explicado pelos locais de exposicdo das armadilhas no
peridomicilio, proximos a remanescentes de mata com presenga de corpos d’agua e
proximos a um curral onde havia presenca de animais domeésticos.

Em um estudo de carater epidemioldgico, a identificacao das espécies vetoras
e hospedeiros potenciais, o conhecimento da biologia e a determinagédo da taxa de
infeccdo natural dos mesmos, principalmente nas areas endémicas para

leishmaniose, sdo de fundamental importancia para o entendimento da cadeia de
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transmissao da doenca e para a proposi¢cao de medidas de controle direcionadas a
area de estudo.

A utilizagdo de métodos moleculares como a PCR constitui-se atualmente a
principal abordagem de diagndstico molecular de pesquisadores e profissionais da
saude. A infecgao de flebotomineos por Leishmania spp. era mais frequentemente
investigada através da dissecg¢ao do inseto e observagao direta do parasito. Porém
este método é laborioso e requer grande habilidade técnica, devido ao tamanho
reduzido dos insetos (Oliveira-Pereira et al., 2006). O desenvolvimento da PCR
constitui-se uma alternativa pratica e vantajosa, devido a alta sensibilidade e
especificidade, e tem sido utilizada na deteccdo de DNA de Leishmania spp. em
amostras clinicas, de vetores e reservatérios animais (Rodrigues et al., 2002;
Oliveira-Pereira et al., 2006; Brandao-Filho et al., 2003; Nascimento et al., 2007).

A sensibilidade da PCR pode ser aumentada pelo uso de iniciadores que
apresentam mais de uma coépia por célula; no caso de Leishmania essas sequéncias
incluem o cinetoplasto e familias de genes de multicopias. Entre estes ultimos, o
mais estudado é o SSUrRNA. Van Eys et al. (1992) desenharam os pares de
iniciadores R221 E R332 (R1 e R2 neste trabalho) que amplificam uma regido
menos especifica de 603 pb e R223 E R333 (R3 e R4 neste trabalho) que
amplificam uma regido de 353 pb somente de espécies do género Leishmania
(menos sensivel). Em 2002, Cruz et al. sugerem a combinag&o destes dois pares de
iniciadores em uma Nested PCR para detectar Leishmania em humanos,
aumentando a sensibilidade e especificidade da reacao.

Recentemente, o sequenciamento de fragmentos de DNA obtidos pela
amplificacdo de diferentes genes alvo tem sido realizado e utilizado junto com o
alinhamento das sequéncias obtidas como uma forma de identificar a espécie de
Leishmania envolvida na infeccdo (Parvizi et al.,, 2008; Medeiros et al., 2008).
Ferreira (2010), comparando diferentes técnicas de PCR em amostras de populacao
canina e pequenos mamiferos oriundos da mesma area endémica para diferentes
formas de leishmanioses, observou que a partir do momento que se obteve o
produto amplificado, a identificagcdo da espécie de Leishmania por sequenciamento
foi mais eficaz do que a analise pela digestao por enzimas de restricao (PCR RFLP).

A contaminagdo da PCR neste estudo pdde ser evitada pela utilizagdo de
controles negativos e controles internos da extragdo, tanto para flebotomineos
(cacofonia) quanto para os mamiferos (IRBP), validando assim tanto o processo de

extragao quanto a confirmagao dos resultados negativos.
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Dos 136 “pools” de flebotomineos analisados, a infeccdo foi observada em
dois pertencentes a espécie L. longipalpis, e através do sequenciamento, identificou-
se a infeccao pela espécie L. chagasi. O bairro Altinépolis, de onde os exemplares
de um dos “pools” infectados foram capturados, possui a localizagao mais central, e
o outro, Elvamar, esta localizado préximo ao Pico da Ibituruna, e € considerado
pertencente a zona urbana. Este dado mostra a adaptagdo desta espécie ao
ambiente modificado pelo homem e a possibilidade de urbanizacdo da transmissao
da LV em Governador Valadares.

Neste estudo a taxa de positividade dos flebotomineos foi de 2,5%. A baixa
taxa de infecgcao destes insetos em areas endémicas € um fato descrito por varios
autores. Miranda et al. (2002) e Oliveira-Pereira et al. (2006) observaram uma taxa
semelhante a encontrada neste estudo na Bahia e na Amazbénia Maranhense,
respectivamente. Pita-Pereira et al. (2005) relatou taxa de positividade de 2% no Rio
de Janeiro. Geralmente, as taxas de infeccdo natural de flebotomineos nos focos
endémicos variam em torno de 0,2%, contrastando com a alta incidéncia da doenca
nestas regides (Rodriguez et al., 1999; Luz et al., 2000). Em regido endémica para
LTA no estado da Bahia, Vexenat et al. (1986) ndo encontraram infecgdo natural em
1.832 fémeas dissecadas. No Vale do Rio Doce, Mayrink et al. (1979) dissecaram
1.194 fémeas entre os anos de 1975-76 e ndo encontraram nenhum flebotomineo
infectado por Leishmania.

Com relagao a pesquisa sobre a participagdo de possiveis hospedeiros no
ciclo de transmissao da leishmaniose, as capturas foram direcionadas aos pequenos
mamiferos, pois ha relatos de encontro de diversas espécies destes servindo de
fonte de infecgao para flebotomineos em areas endémicas para LTA, como é o caso
de Governador Valadares. Assim, neste estudo epidemiolégico, usando ferramentas
moleculares (sequenciamento) foi possivel identificar no sangue extraido de um
roedor sinantrépico, Rattus norvegicus, a infeccdo pela espécie L. chagasi. Melo
(2008) encontrou 2 exemplares deste roedor infectados com parasito Leishmania do
subgénero Viannia em Belo Horizonte, considerada endémica para LTA e LVA.
Ferreira (2010) também encontrou infecgao por Leishmania do complexo braziliensis
neste roedor, nesta mesma area de estudo. Como R. norvegicus € um roedor
sinantrépico, estando em contato proximo ao homem, pode servir como um elo na
cadeia epidemiolégica de transmisséo da doencga, da area silvestre para o meio

urbano. A deteccdo de infecgdo natural por Leishmania sp. em um mamifero,
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significa que é um hospedeiro, mas nao é suficiente para incrimina-lo como
reservatorio.

No sudeste de Minas Gerais, a regido do Vale do Rio Doce, juntamente com
os vales do Ago e do Mucuri, foi considerada endémica para LV e LTA (Mayrink et
al., 1979). Apods o inicio do programa de controle para Leshmaniose Visceral Canina,
o Vale do Rio Doce passou a ser considerado uma area controlada para LVC,
servindo de modelo para o programa de controle da LV (Mayrink et al., 1979). De
acordo com Coelho & Falcdo (1966), antes da aplicagcédo das medidas de controle,
foram diagnosticados 130 casos de LV humana principalmente em Governador
Valadares e nas cidades vizinhas. Desde entdo, somente casos de LTA e poucos
casos de LV nao autoctones foram diagnosticados. Porém, no inicio da década de
90, o programa de controle da LVC foi interrompido e a vigilancia epidemioldgica ndo
estava sendo realizada regularmente. A partir dai houve indicios da reemergéncia da
LV, com focos novos e antigos em diversos municipios da regidao (Malaquias et al.,
2007).

De acordo com o Sistema de Informac¢ao de Agravos de Notificagdo (SINAN),
no periodo de 2001 a 2006, 5 casos humanos de LV foram notificados em
Governador Valadares. De 2007 até o inicio de 2008 nao haviam sido registrados
casos humanos da doenga, mesmo com uma soroprevaléncia canina alta em alguns
bairros do municipio. Contudo, até o final deste mesmo ano, foram confirmados 14
casos humanos de LV, com 3 obitos. Ja em 2009, 45 casos suspeitos foram
notificados, sendo 27 confirmados. Destes, foram registrados 8 6bitos por LV, sendo
motivo de preocupacdo dos oOrgdos de saude responsaveis pela vigilancia
epidemiologica (SVS GV). A alta taxa de soroprevaléncia canina nos inquéritos
soroldgicos realizados nos anos de 2008 e 2009 em diversos bairros e o crescente
numero de casos humanos distribuidos por todo o municipio torna urgente a tomada
de medidas por parte dos 6rgdos competentes do Municipio e do Estado.

O encontro da espécie L. longipalpis infectada pela espécie L. chagasi e se
alimentando em diversas espécies de hospedeiros mamiferos, inclusive o homem,
indica a urgéncia de uma vigilancia entomoldgica rigorosa e de agdes que visem
diminuir o ambiente propicio de contato dos flebotomineos com os animais
domésticos, pois provavelmente estes servem como fonte de infecgdo para o
flebotomineo e o homem se infecta acidentalmente. Apesar do foco do estudo ser a
LTA, os achados foram surpreendentes, como o encontro de L. longipalpis, vetor

comprovado da LV, infectado por L. chagasi e de um roedor sinantropico infectado
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pela mesma espécie do parasito em area urbana. Estas observagcdes coincidiram
com o surto da LV no municipio, comprovando a importancia dos estudos
envolvendo a biologia, ecologia, comportamento e analise de infecgdo natural de
vetores e hospedeiros para o entendimento da epidemiologia da doenga na area de

estudo.
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7 CONCLUSOES

A fauna flebotominica de Governador Valadares apresentou exemplares
pertencentes a 2 géneros e 12 espécies, dentre elas, importantes espécies vetoras

da LT e LV, sendo L. intermedia a espécie mais humerosa.

O encontro de L. intermedia em elevada densidade nos bairros estudados,
tanto no intra como no peridomicilio, e sua implicagao na literatura como importante
vetora da LTA, sugere que esta seja a principal responsavel pela transmisséo da

doenca em Governador Valadares.

O grande numero de exemplares de L. longipalpis capturados e o encontro de
infeccdo natural por Leishmania chagasi incriminam esta espécie como vetora da LV

na area.

O encontro de R. norvegicus infectado por L. chagasi e outros relatos da
infeccdo deste roedor por Leishmania sp. levantam a hipdtese de que este seja
possivelmente um importante reservatério desta espécie de Leishmania em areas

urbanas.

A presenca do vetor incriminado na transmissao de L. chagasi ho municipio e
de um hospedeiro infectado pela mesma espécie do parasito nos bairros estudados,
sugere que o ciclo da LV em Governador Valadares tenha um perfil urbano de

transmissao.

O encontro de importantes espécies vetoras, como L. intermedia e L.
longipalpis se alimentando em varias espécies de animais € em mais de uma
espeécie ao mesmo tempo, demonstra o carater oportunista de alimentagdo destes

insetos.
De acordo com analises entre a densidade de flebotomineos e os dados

climaticos, os meses de margo, abril e maio sdao os mais indicados para o controle

quimico vetorial no intra e peridomicilio dos bairros estudados no municipio.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

A presenca de um hospedeiro e do vetor infectados por L. chagasi na area
urbana oferece risco de transmissdo para o homem. Assim, as medidas de controle,
como aplicagdo de inseticidas nas casas e uma reorganizagdo do ambiente, de
modo a nao oferecer um local propicio para o desenvolvimento dos flebotomineos,
diminuindo também a disponibilidade de fontes sanguineas, poderiam ser dirigidas
para o controle tanto da LTA como da LV no municipio.

Santos et al. (2000) propde a participagdo comunitaria nas agdées de controle
de grandes endemias, uma vez que os programas direcionados a prevengao da LTA
em relagao aos reservatorios e vetores, tem esbarrado em dificuldades operacionais,
representadas pelas condicbes ambientais em que a zoonose prevalece. Os
conhecimentos sobre a circulagdo da LTA, assim como sua percepgao pela
populagao local, sdo de grande importancia para o estabelecimento de campanhas

de controle, pois mobiliza a comunidade em acgdes sanitarias (Uchda et al., 2004).
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9 ANEXOS
9.1 ANEXO 1: Autorizacao do IBAMA para realizagcao de atividades com

finalidade cientifica
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 10077-1 ‘ Data da Emissao: 23/04/2008 10:35 Data de Validade: 23/04/2009

Dados do titular

Registro no Ibama: 1812048 ‘ MNome: Ricardo Andrade Barata |CPF: 003.630.336-45

Titulo do Projeto: Estudo eco-epidemiolégico da leishmaniose tegumentar no municipio de Govemador Valadares, Vale do Rio Doce (Minas Gerais,

Brasil)

Nome da Instituiciio - CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ ‘ CNPJ: 33.781.055/0008-01

Observacdes, ressalvas e condicionantes

A participagdo de pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizagdo depende de autorizacdo expedida pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia

! | (cnegmeT).

Esta autorizacdo ndo exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do

2 responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

5 |Esta autorizacdo nao podera ser utilizada para fins comerciais, industnais, esportivos ou para realizac o de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

4 A autorizacdo para envio ao exterior de material bioldgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrdnico www.ibama.gov.bricites. Em caso de

material consignado, consulte www.ibama.gov.bri/sisbio - menu Exportacao.

O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condicdo in situ

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genetico existente no temitorio nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao pafriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgdo e desenvolvimento tecnologico.

Em caso de pesquisa em Unidade de Conservacao Federal, o pesquisador titular devera contactar a administracdo dessa unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS

§ das expedi¢des, as condicdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
8 As atividades contempladas nesta autorizacdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotacéo.
Equipe
# Nome Fungdo CPF Doc. ldentidade Nacionalidade
Bidloga; execu¢do de 5
1 | Karla de Sena Guedes ANICE Mol cllares 046.161.886-96 11277372 SSP-MG Brasileira
Colaborador; veterinario
2 | Jodo Carlos Franca da Silva responsavel pela coleta de 245.607.156-33 382639 S5P-MG Brasileira
amosiras
Colaborador; veterinario; e
3 | Gustavo Fontes Paz processamento das amosiras 027.999.166-51 M7006563 SSP-MG Brasileira
4 | Edelberto Santos Dias gé;%ﬁgde”mo' i 311.276.736-53 447889 SSP-MG Brasileira
Bidloga, captura e
5 | Maria Olimpia Garcia Lopes identificac@o de pequenos 031.874.296-96 M-8138842 SSP-MG
mamiferos
Locais onde as atividades de campo seréo executadas
[#] Municipio [ UF [Descricdo do local [Tipo
[1 [ BELO HORIZONTE [MG [ Cenfro de Pesquisas Rene Rachou | Fora de UC
Atividades X Taxons
# Atividade Taxons
1 | Captura de animais silvestres in situ Diptera, Rodentia, Siphonaptera, Ixodidae, Didelphimorphia

Siphonaptera ("Qtde: 30}, Ixodidae ("Qide: 30), Rodentia ["Qide: 40), Didelphimorphia ("Qide: 20),

2 | Coletaftransporte de especimes da fauna silvestre in situ Diptera (*Qide: 500)

Este documento (Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrucdo Normativa Ibama n®154/2007. Através do
codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera venficar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www_ibama.gov br/sisbio).
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9.2 ANEXO 2: Alinhamento das sequéncias de DNA de flebotomineos e
roedores
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9.3 ANEXO 3: Artigo cientifico publicado na Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical
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ABSTRACT

Introduction. A study of the phlebotomine sand fly fauna was carried out in an endemic area
of American tegumentary leishmaniasis (ATL) in Governador Valadares County, in the state
of Minas Gerais, Brazil. Methods. Captures were undertaken with HP light traps in four
districts, three nights per month, during a year (from January to December, 2008). The
correlation between climatic factors (temperature, humidity and rainfall) and the numbers of
sandflies collected was observed. Results. Altogether 5,413 phlebotomine specimens were
captured and identified as belonging to 12 species. Of those specimens, 2,851 (52%) were
females and 2,562 (48%) were males. Lutzomyia intermedia predominated (29.93% of the
species captured), suggesting that they are responsible for ATL transmission, together with L.
whitmani, that was also found in the area (4.33%). The presence of L. longipalpis (11.99%),
the main vector of visceral leishmaniasis in Brazil, is an important fact, calling for rigorous
entomologic surveillance of the area.

Keywords American tegumentary leishmaniasis. Phlebotominae. Lutzomyia. Sandflies.

Governador Valadares.

RESUMO

Introducdo. Um estudo da fauna de flebotomineos foi realizado em uma area endémica para
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no municipio de Governador Valadares, no
estado de Minas Gerais, Brasil. Métodos. Capturas foram feitas com armadilhas luminosas
HP em quatro bairros, trés noites por més, durante o periodo de janeiro a dezembro de 2008.
A correlagdo entre fatores climaticos (temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade) e o
namero de flebotomineos coletados foi avaliada. Resultados. Foram capturados 5413
espécimens de flebotomineos, distribuidos em 12 espécies, sendo 2851 fémeas (52%) e 2562

machos (48%). Conclusdes. Lutzomyia intermedia foi predominante com 29.93% das
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espécies capturadas, sugerindo ser a responsavel pela transmissdo de LTA, juntamente com L.
whitmani, que também foi encontrada na regido (4.33%). A presenca de L. longipalpis
(11.99%), principal vetor de LV no Brasil, ¢ um dado relevante tornando-se necessario uma
rigorosa vigilancia entomolodgica na regido.

Palavras-chave Leishmaniose Tegumentar Americana. Phlebotominae. Lutzomyia.

Flebotomineos. Governador Valadares.

In Brazil, American tegumentary leishmaniasis (ATL) is a relevant public health
problem due to the increase in the number of human cases. The infection can cause mutilating
lesions and lead to a loss of working conditions and even death'. During recent years, the
significant increase in deforestation has favored the adaptation of vectors to anthropic
environments and consequently increased human exposure to the parasite’. The circulation of
Leishmania in domestic environments has favored the emergence of a distinct profile of the
transmission of the disease different from the classical pattern’ and associated with a wider
range of activities.

Nowadays, in Minas Gerais state (MG), ATL is present in practically all counties, in
areas where highways and hydroelectric power stations were built and where clusters of
people were settled®. Besides the permanence in old endemic focuses in the Atlantic forest, in
Rio Doce and Mucuri valleys’ numerous cases were also reported in urban areas of cities
large and medium-sized, such as Belo Horizonte, Montes Claros and Governador Valadares.

Governador Valadares, in MG, was considered an endemic area, presenting 221 new
cases of ATL between 2004 and 2007, with approximately 75% of cases in the urban area. In
the 70’s, Mayrink et al’ in an epidemiological study in county of Caratinga, near to
Governador Valadares, recorded the presence of Lutzomyia whitmani and L. intermedia, know

to transmit Leishmania braziliensis in southeast Brazil®.
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The aim of the present study was to identify the phlebotomine fauna and some aspects
of the population’s behavior, such as frequency to peri and intradomiciliary environments,
seasonal variation of the species implicated as vectors of leishmaniases and the influence of
climatic factors on the species density, seeking a better understanding of the transmission
cycle of ATL in the municipality, as well as to associate the data obtained with the risk of

Leishmania transmission to subsidize applicable controlling actions in the area.

1.1.2 MATERIAL AND METHODS

Study area - Governador Valadares county (18° 51° 12”” S and 41° 56’ 42°> W) is included in
the Administrative Area of Rio Doce valley. The total area of the county is 2,349 km?,
characterized by the predominance of hills, with altitude levels between 191 and 1,008 m
above sea level. The climate is classified, according to Koppen, as the AW type - tropical sub
warm and sub dry, with annual average temperatures of 25,6° C and annual average rainfall
around 1,350 mm.

Capture sites - The systematic captures were carried out with luminous traps HP type’ from
January to December 2008. Sixteen traps were distributed at 4 neighborhoods of the county
(Elvamar, Vila Isa, Vila Parque Ibituruna and Village da Serra), 2 in intradomiciles and 2 in
peridomiciles. These neighborhoods are characterized by being transitional environments
between urban area and an area of environmental preservation. These traps were exposed
from 4 00PM to 8 00AM, during 3 consecutive nights, every month, always on the last week
of each month.

Phlebotomine identification - The taxonomic keys of Young and Duncan® and Forattini® were
used for identification of the sand fly species. Specimens with missing or damaged characters
that impaired the identification at the specific level were considered as Lutzomyia spp. The

females belonging to Brumptomyia gender were not identified to the specific level.
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Climate data - The climatic data regarding the study period was obtained through the address
http://www.inmet.gov.br/sim/sonabra/convencionais.php. Average monthly values were used
in our study.

Statistical analysis - The correlation between climatic variables (temperature, humidity of the
air and rainfall) and population density of phlebotomines was evaluated through the

coefficient of Spearman (p-valor<0.05).

RESULTS

The phlebotomine fauna of Governador Valadares is constituted by 12 species:
Brumptomyia avellari (Costa Lima, 1932), B. nitzulescui (Costa Lima, 1932), Lutzomyia
cortellezzii (Bréethes, 1923), L. intermedia (Lutz & Neiva, 1912), L. ischyracantha Martins,
Falcdo & Silva, 1962, L. lenti (Mangabeira, 1938), L. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), L.
minasensis (Mangabeira, 1942), L. quinquefer (Dyar, 1929), L. sordellii (Shannon & Del
Ponte, 1927), L. termitophila Martins, Falcdo & Silva, 1964 and L. whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939), totaling 5,413 specimens, from which 2,851 are females (52%) and 2,562
are males (48%). In the peridomiciles and intradomiciles, respectively, 64% and 36% of the
specimens were captured. Lutzomyia intermedia was the predominat species (29.93%) of the
total number of phlebotomines collected (Table 1).

The monthly averages of climate variables, considering rainfall, temperature and
relative humidity of the air, can be observed in Table 2. The correlation between the number
of phlebotomines captured and the climatic conditions is represented in Graph 1. All the
appraised variables showed a positive Spearman correlation coefficient with the
phlebotomines’ density, but only the rainfall and humidity showed significant (p=0,008 e
p=0,007, respectively), while the variable temperature showed a p-valor=0.064.

Graph 2 shows the monthly distribution of vectorial species in Governador Valadares

County. Table 3 displays the monthly distribution of phlebotomines captured in each
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neighborhood, in Governador Valadares, from January to December, 2008. It was observed
that in all neighborhoods located in the transitional area between the sylvatic environment and
the urban one, the number of insects captured was considerable, with larger success in Village
da Serra and Vila Isa, probably due to presence of domestic animals (dog, chicken, cow, horse

and pig) next to the sampling sites.

TABLE I - Phlebotomines captured in HP light traps according to the species,
environment and gender, in Governador Valadares county, State of Minas
Gerais, from January to December, 2008.

Intradomicile  Peridomicile Total

Species g 8 4 % %
Brumiptomyia avellari (1] 4 1] 13 1] 17 3
B. nitzulescui i 1 0 0 4] 1 0.1
Lutzomyia cortelezzii 288 a1 532 145 R0 236 195
L. intermedia i, 241 48 412 719 655 2967 199
L. ischyracantha 141 62 2.2 123 433 187 114
L. lenti 17 23 157 7 14 M0 &3
L. lomgipealpis 43 190 aél 355 14 545 11.9
L. minasensis 0 1 0 0 0 1 0.1
L. quinguefer 27 123 117 61 444 185 1.7
L. sardellii (1) (1) z 1 2 1 1
L. termitoplila 16 1 48 3 o4 4 1.2
L. whilmam 17 42 44 131 6l 173 4.3
Brumplomyia spp. 7 0 ) 0 16 0 0.3
Lutzomyia spp. & 2 24 3 40 5 ng
sub-total 1,113 788 1,738 1,774 1851 1,562

total 1,901 3,512 5413 100.0
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TABLE 2 - Monthly averages for climate variables (temperature, relative
humidity and rainfall} in Governador Valadares, State of Minas Gerais, from
January to December, 2008,

Temperature Relative Rainfall

Month (=C) humidity (%) (mm)
January 253 720 1904
February 25.3 76.0 162.6
March 252 77.0 T44
April 249 790 57.6
May 1.6 76,0 0
June 213 70.0 0
July 199 630 0
August 23.1 9.0 0
September 235 60,00 0
October 262 58.0 0
Movember 4.6 750 0
December 44 .0 2214
250
b4
200 > ‘ i
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£ i o8+ Ralnhll (pam)
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FIGURE I - Correlation between population density of phlebotomines and climatic variables (rainfall, temperature and

relative humidity of the air) in Governador Valadares County, State of Minas Gerais, Brazil, from January to December,

2008.
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FIGURE 2 - Monthly distribution of vectorial species in Governador Valadares County, State of Minas Gerais, from
January to December, 2008,

TABLE 3 - Monthly number of phlebotomines captured in HP Iight traps ac{:nrding to the
neighborhood and gender, in the municipality of Governador Valadares, State of Minas Gerais, from
January to December, 2008.

Districts
Vila Parque Village da
Elvamar Vila lsa Ibituruna Serra Total

Mumth @ 4 @ 4 @ 4 @ 4 . =
January 47 29 125 58 29 8 59 72 427 79
February 245 166 402 193 164 53 267 303 1793 33l
Marchil 72 45 143 85 62 24 179 169 779 14.4
April 9 9 99 103 iz 19 S0 154 565 104
May 19 13 107 70 £ 23 72 89 419 79
June i1 9 35 40 10 11 14 21 151 28
July 7 9 13 13 T 6 3 8 i 1.2
August 11 25 62 89 49 57 1 4 198 55
September 16 19 18 a7 22 25 3 6 146 27
October 19 20 19 18 15 23 25 8 157 249
November & i 16 8 11 7 28 68 151 28
December il 133 17 26 15 14 56 149 451 84

Total 535 502 1,056 740 462 270 797 1,051 5413 100.0

DISCUSSION
The results showed that the phlebotomine fauna in Governador Valadares County is
diversified, having some species of epidemiological interest. The presence of L. intermedia
and L. whitmani suggests the participation of these species as vectors of ATL in the area, as

well as in other Brazilian endemic areas'®!'"'?
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In Governador Valadares, the larger proportion of L. intermedia in relation to L.
whitmani, indicates that the first one is a better adapted and domiciled species, as evidenced
by Souza et al''. Females of L. intermedia were frequently found in intra and in the
peridomicile, while L. whitmani, was predominantly captured in the peridomicile,
characterized by the presence of domestic animals and banana plantations. The presence of
both species in these environment increases the risk of Leishmania transmission.

Forattini"®, when studying the seasonal variation of phlebotomines, verified that in the
hottest and most humid months (December to February) there was an increase in number of
the captured species, while in the coldest and driest months (June and August) the population
density of these insects reduced considerably, what was also verified by Dias et al'* and
Barata et al". Our results support this pattern of population distribution, with high density in
periods of high rainfall indexes and high temperatures.

In the present study, the climatic variables, rainfall and relative humidity, were
statistically significant (p<0.05). This observation agrees from several studies which show
that the temperature doesn't present a positive correlation with the phlebotomines’
density'*'>'®. In fact, this finding is not a rule, and therefore we must take into account the
climatic characteristics of each region, essential for the knowledge of the disease
epidemiology.

If only the vectorial species are considered (Graph 2), it is noticed that after an intense
period of rains (January), L. intermedia, L. whitmani and L. longipalpis had their populations
increased during the following month (February), with a tendency to decrease during the
coldest and driest months. Souza et al'’ observed in endemic area for tegumentary and
visceral leishmaniasis, that L. longipalpis and L. whitmani, tend to increase their populations

sensibly after rainfall periods (March and April), explained possibly due to the favorable
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environmental conditions of the microhabitats. Michalsky et al'® showed similar results
reinforcing this hypothesis.

Another finding that deserves special attention is the high density of L. longipalpis in
the neighborhoods studied. The presence of the vector of Leishmania infantum makes an
intense entomologic surveillance for visceral leishmaniasis prevention necessary in the area.
Besides, the high phlebotomine percentage inside residences increases the synanthropy index
and the possibility of Leishmania sp. transmission.

In Brazil, the use of residual insecticides against phlebotomines is feasible in
situations of peridomiciliary and domiciliary transmission. In the particular case of
Governador Valadares, the use of insecticide in the worked neighborhoods is possible because
they are a transitional area between sylvatic and urban environments. It is recommended,
therefore, the use of insecticides in the months of March, April and May, seeking a reduction

in the number of phlebotomines.
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